




































LUGAR*DE*TRABAJO*El! presente! trabajo! de! tesis,! para! optar! por! el! título! de! Doctor! de! la! Universidad! de!Buenos!Aires,!se!realizó!íntegramente!en!el!Servicio!de!Huellas!Digitales!Genéticas!de!la!Facultad!de!Farmacia!y!Bioquímica!de!la!Universidad!de!Buenos!Aires,!bajo!la!dirección!del!Prof.!Dr.!Daniel!Corach.!El!presente!proyecto!de!Tesis!fue!aprobado!por!el!Comité!de!Ética!de!la!Facultad!de!Farmacia!y!Bioquímica!de!la!Universidad!de!Buenos!Aires!(Res.!N°!1640/12).!!!
* *









AGRADECIMIENTOS*A!mi!director…!Daniel*Corach,!por!haber!creído!siempre!en!mí,!haberme!formado!como!profesional!y!ayudarme!día!a!día!a!ser!mejor!persona.!A!mis! compañeros! del! SHDG…!Andre,!Marie,!Ceci,!Belu,!Nati! y! Javier,! por! haberme!apoyado!y!enseñando!tanto!durante!todos!estos!años.!A!la!Facultad*de*Farmacia*y*Bioquímica…!por!haber!sido!mi!lugar!de!trabajo!durante!todos!estos!años.!!A!la!Universidad*de*Buenos*Aires!y!al!CONICET…!por!haber!posibilitado!la!realización!de!la!presente!Tesis!Doctoral.!Al!Dr.* Werner* Schempp,! de! la! Universidad! de! Freiburg…! por! haber! aportado! en! la!generación!de!la!idea!del!presente!trabajo.!A!los!donantes!anónimos!de!las!muestras…!por!prestar!su!conformidad!y!posibilitar!la!realización!de!este!trabajo.!A!la!Dra.*Gabriela*Mendeluk!y!su!grupo!de!trabajo…!por!aportar!las!muestras,!realizar!el!análisis!citológico!del!semen!y!asesorarme!en!el!análisis!de!los!resultados!obtenidos!en!pacientes!infértiles.!Al!Dr.*Mariano*Cohen,!la!Dra.*Florencia*Fulco!y!su!grupo!de!trabajo…!por!aportar!las!muestras,!historias! clínicas!y!asesorarme!en!el! análisis!de! los! resultados!obtenidos!en!pacientes!azoospérmicos!y!oligozoospérmicos!severos.!A! la! Dra.* Julieta* Trinks…! por! aportar! las! muestras! provenientes! del! banco! de!hemoterapia!de!la!Maternidad!Sarda.!A!mis*amigos…!que!siempre!estuvieron!a!mi!lado!durante!todo!este!proceso.!A!mi!hermano…!Peter,!por!su!incondicional!apoyo!en!todos!mis!emprendimientos.!A!mis!padres…!Natasha!y!Alexander,!por!haberme!dado!no!solo!los!genes!sino!también!la!fuerza!necesaria!para!alcanzar!mi!metas,!por!haberme!apoyado!siempre!y!por!haber!creído!en!mí.!A!mi!compañero!de!vida…!Timo,!por!estar!siempre!a!mi!lado!y!apoyarme!en!todos!mis!proyectos.!Sin!vos!no!podría!haberlo!logrado!ni!haber!llegado!a!ser!quien!soy!hoy.!
!
GRACIAS!*











































RESUMEN**!El!presente!trabajo!de!tesis!describe!la!posible!asociación!entre!infertilidad!masculina!y!microdeleciones!de!la!región!AZF!del!cromosoma!Y!en!la!población!argentina.!Pacientes!con! azoospermia! no! obstructiva! u! oligozoospermia! severa! son! candidatos! a! biopsia!testicular!o!TESE,! con!el!objetivo!de!recuperar!espermatozoides!para!Tratamientos!de!Reproducción! Asistida.! El! estudio! de! microdeleciones! en! la! región! AZF! se! solicita! de!rutina!a!estos!pacientes,!con!el!objetivo!de!predecir!la!recuperación!de!espermatozoides!y! asesorar! con! respeto! a! la! posible! transmisión!de! estas! deleciones! a! la! descendencia!masculina.! Según! las! recomendaciones! internacionales,! la! detección! de! deleciones!completas! de! las! regiones! AZFa! y! AZFb! se! correlaciona! con! ausencia! de!espermatozoides.!Por!el!contrario,!el!50%!de! los!hombres!con!deleción!completa!de! la!región!AZFc!presentan!espermatozoides!a!nivel!testicular.!Además,!se!sugiere!el!análisis!adicional!de!la!deleción!parcial!gr/gr,!dado!que!se!considera!factor!de!riesgo!para!falla!espermatogénica.! Cabe! destacar! que! los! lineamientos! internacionales! se! basan! en!estudios! llevados!a!cabo!en!población!europea.!Dada! la!variabilidad!en! la!composición!étnica! de! las! poblaciones! mundiales,! numerosos! estudios! se! llevaron! a! cabo!demostrando!variación!con!respecto!a!la!prevalencia!y!efecto!de!estas!microdeleciones!sobre!la!falla!espermatogénica.!Debido!a!que!no!se!cuenta!con!datos!sobre!la!población!argentina,! el! objetivo! del! presente! trabajo! fue! estudiar! la! prevalencia! y! efecto! de! las!microdeleciones!de! la! región!AZF!del! cromosoma!Y!en!hombres! fértiles!e! infértiles!de!nuestra!población.!Para! ello,! se! propuso! analizar! 240! hombres! fértiles! pertenecientes! al! Hg! nativo!americano!Q,!170!pacientes!infértiles!con!causa!idiopática!y!90!pacientes!azoospérmicos!u!oligozoospérmicos!severos.!Se!estudiaron!microdeleciones!completas!y!parciales!de!la!región!AZF,! así! como! también! el! origen! étnico! a! través! del! estudio! del! haplogrupo!de!cromosoma! Y.! En! aquellos! pacientes! que! presentaron! microdeleciones,! se! analizaron!marcadores! complementarios! para! determinar! la! extensión! de! las! mismas.! Los!resultados!moleculares!obtenidos! se! correlacionaron! con!el! recuento!espermático!y! la!recuperación!de!espermatozoides!mediante!biopsia!testicular.!La!evaluación!estadística!se!realizó!mediante!el!Test!de!Fisher!(p<0,05).!En! primer! lugar,! se! detectaron! microdeleciones! en! los! tres! grupos! analizados.! En!hombres! fértiles! del! Hg! Q,! se! detectaron! únicamente! microdeleciones! parciales! de! la!




región!AZFc!(gr/gr,!b2/b3,!b1/b2!y!P1.1/P1.2);!en!pacientes!infértiles!se!encontraron!en!su! mayoría! deleciones! parciales! (gr/gr,! b2/b3,! b1/b3! y! AZFc);! y! en! pacientes!azoospérmicos!se!detectaron!en!su!mayoría!deleciones!completas! (AZFb,!AZFc,!AZFbc,!AZFabc! y! gr/gr).! La! diferencia! entre! la! prevalencia! de! microdeleciones! en! hombres!fértiles!y!pacientes! infértiles! con!causa! idiopática!no! fue!estadísticamente! significativa!(3,3%!vs!4,1%;!p=0,791).!En!cambio,!se!observó!una!alta!prevalencia!de!microdeleciones!en! pacientes! azoospérmicos! u! oligozoospérmicos! severos! de! la! población! argentina!(11,1%).!No!se!observó!una!diferencia!significativa!en!la!prevalencia!de!la!deleción!gr/gr!(1,6%!en!fértiles,!1,7%!en!infértiles!y!2,6%!en!azoospérmicos;!p=0,600),!indicando!que!no! existe! asociación! entre! la! deleción! gr/gr! y! falla! espermatogénica! en! la! población!analizada.!Únicamente! las!microdeleciones! completas! se! asociaron! con! azoospermia!u!oligozoospermia! severa.! A! partir! de! los! resultados! de! recuperación! espermática,! se!observó! falta!de! correlación! entre! las!deleciones!halladas! (AZFb,!AZFc! y! gr/gr)! y! falla!espermatogénica.! Llamativamente,! se! detectó! la! deleción! AZFb! en! un! paciente!oligozoospérmico.!Las!microdeleciones!con!relevancia!clínica!se!detectaron!únicamente!en! pacientes! con! recuento! menor! a! 2,5x106! espermatozoides/mL.! Únicamente! las!deleciones! de! las! regiones! AZFabc! y! AZFbc! se! correlacionaron! inequívocamente! con!ausencia!de!espermatozoides!a!nivel!testicular.*En!segundo!lugar,!la!diferencia!en!la!composición!étnica!entre!los!grupos!estudiados!no!fue! estadísticamente! significativa,! indicando! que! el! origen! étnico! por! sí! solo! no!determina!una!predisposición!a!falla!espermatogénica!o!infertilidad!masculina.!Aquellas!microdeleciones! que! resultaron! ser! polimórficas! en! la! población! estudiada! han!demostrado!una!asociación!con!haplogrupos!específicos!(v.g.!G2a,!E1b1b!y!J2),!mientras!que!microdeleciones!asociadas!a!una!alteración!de!la!espermatogénesis!no!se!asociaron!a! ningún! haplogrupo.! Esto! podría! implicar! que! mientras! algunos! haplogrupos!predisponen! a! deleciones! en! el! cromosoma! Y,! también! presentarían! factores!compensatorios! evitando! un! efecto! deletéreo! sobre! la! espermatogénesis.! Por! el!contrario,! aquellas! microdeleciones! que! afectan! la! fertilidad! no! serían! producto! de!recombinación! específica! en! un! determinado! haplogrupo,! estando! probablemente!asociadas!a!eventos!esporádicos!o!a! factores!ambientales.!La!mayoría!de! los!pacientes!azoospérmicos!sin!recuperación!espermática!no!evidenciaron!deleciones!empleando!los!marcadores! recomendados! actualmente,! indicando! que! existirían! otros! factores! que!afectan!la!espermatogénesis!en!estos!casos.!Característicamente,!se!observó!un!aumento!




de! prevalencia! del! Hg! Q! en! pacientes! con! arresto! espermatogénico! y! azoospermia,!sugiriendo!que!en!este!Hg!existirían!factores!asociados!al!cromosoma!Y!que!aún!no!han!sido!estudiados.!De!los!resultados!obtenidos!en!hombres!fértiles!e!infértiles!de!la!población!argentina,!se!concluye!que!no!es!posible!predecir!la!recuperación!espermática!a!través!del!análisis!de!microdeleciones!en!la!región!AZF!utilizando!únicamente!los!marcadores!recomendados!actualmente.! Es! por! esto! que,! con! el! fin! de! aportar! a! la! identificación! de! otros!marcadores! en! la! región! AZF! que! permitan! predecir! la! recuperación! de!espermatozoides,! desarrollamos! una! herramienta! de! biología! molecular! por! PCR!multiplex!en!Tiempo!Real!seguida!de!Desnaturalización!Térmica!de!Alta!Resolución!para!la! detección! de! genes! candidatos! de! la! espermatogénesis.! De! esta! manera,! la!identificación! de! nuevos! marcadores! en! el! cromosoma! Y! permitirán! asistir! a! los!andrólogos! en! la! toma! de! decisiones! más! apropiadas! en! cuanto! al! tratamiento! y!asesoramiento!genético!de! la!pareja! infértil.!La! implicancia!del!origen!étnico!requerirá!estudios! posteriores! que! identifiquen! alteraciones! potenciales! en! el! cromosoma! Y! de!pacientes!azoospérmicos!del!Hg!nativo!americano!Q.!
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*El! cromosoma! Y! se! transmite! por! línea! paterna! de! generación! en! generación,!prácticamente! sin! modificaciones,! acumulando! mutaciones! que! se! fijan! en! las!poblaciones! pudiendo! agruparse! según! etnias.! La! composición! étnica! de! la! población!masculina! argentina! está! determinada! mayoritariamente! por! la! información! genética!aportada! por! los! inmigrantes! europeos.! Sin! embargo,! presenta! un! componente!claramente!distintivo:!el!aportado!por!el!haplogrupo!(Hg)!nativo!americano!Q1a2a1a1.!Las!microdeleciones!en!la!región!AZF!del!cromosoma!Y!son!una!de!las!principales!causas!genéticas! de! infertilidad! masculina.! Si! bien! en! nuestro! país,! el! análisis! de! dichas!microdeleciones! se! realiza! prácticamente! de! rutina! en! pacientes! azoospérmicos! u!oligozoospérmicos!severos,!la!interpretación!de!este!análisis!se!basa!en!la!extrapolación!de!resultados!obtenidos!en!población!europea.!Hasta!el!momento!no!se!han!estudiado!las! características! que! presentan! estas! microdeleciones! en! la! población! argentina! ni!aquellas!aportadas!por!el!Hg!nativo!americano!Q1a2a1a1.!Con! el! objetivo! de! abordar! esta! temática! en! profundidad,! resulta! necesaria! la!introducción! de! conceptos! tan! diversos! como:! el! cromosoma! Y! y! su! estructura,! la!infertilidad!masculina,!y!el!poblamiento!de!América!y!Argentina.!El!desarrollo!de!cada!uno! de! estos! conceptos! permite! comprender! su! interrelación! e! importancia.! A!continuación!se!presentan!estos! temas,! comenzando!por! la!descripción!del!origen!y! la!estructura!del!cromosoma!Y.!!
*
1.1.*Cromosoma*Y**
1.1.1.*Los*cromosomas*El!cariotipo!humano,!en!condiciones!normales,!consiste!en!23!pares!de!cromosomas,!de!los!cuales!22!son!pares!homólogos!denominados!cromosomas!autosómicos,!y!el!restante!es!el!par!sexual!conformado!por!los!cromosomas!X!e!Y!(Figura!1.1.1).!La!composición!del!par!sexual!define,!en!situaciones! fisiológicas,!el! sexo!del! individuo,! siendo! femenino!al!





Figura"1.1.1."Esquema!del!cariotipo!humano!(Darryl!Leja,!NHGRI)"!Los!cromosomas!autosómicos!se!heredan!en! forma!biparental!y! sufren!recombinación!tanto!en! la!meiosis!materna!como!en! la!paterna,!generando!así!diversidad!genética!en!sus! gametas.! En! las! mujeres,! el! cromosoma! X! se! comporta! de! manera! similar! a! los!cromosomas! autosómicos,! ya! que! sufre! recombinación! y! cada! una! de! las! gametas!formadas!llevará!entonces!un!cromosoma!X!recombinado.!Por!el!contrario,!en!el!hombre!no! se! produce! recombinación! entre! sus! cromosomas! sexuales! heterólogos,! salvo! dos!pequeñas! regiones! pseudoautosómicas! ubicadas! en! ambos! telómeros! denominadas!PAR1!y!PAR2.!La!función!de!estas!regiones!pseudoautosómicas!es!la!de!permitir!que!los!cromosomas! X! e! Y! se! apareen! y! segreguen! correctamente! durante! la!meiosis! paterna!(Ciccodicola!et!al!2000).!!
                                                
1 La!disgenesia!gonadal!XY!se!caracteriza!por!una!falta!de!correlación!entre!el!fenotipo!sexual!manifestado!(femenino)!y!
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X! Submetacéntrico! 156! 811! 4! 3930!
Y! Acrocéntrico! 57! 53! 1! 184!
*!Según!OMIM!2014!!
                                                
2 La!hemicigosis!es!la!condición!de!un!gen!que!está!presente!en!una!sola!copia!en!un!individuo!diploide!(v.g.!todos!los!
genes!de!los!cromosomas!X!e!Y!en!varones!se!encuentran!en!hemicigosis) 




1.1.3.*Características*del*cromosoma*Y*El! cromosoma! Y! es! uno! de! los! cromosomas! más! pequeños! del! complemento!cromosómico!humano,! y!hasta!hace!poco!más!de!10!años,!Mark! Jobling!y!Chris!TylernSmith! irónicamente! sugerían! que! “el! cromosoma! Y! parecía! cumplir! el! papel! del!
delincuente!juvenil!entre!los!cromosomas!humanos!t!rico!en!chatarra,!pobre!en!atributos!
útiles,! reacio! a! sociabilizar! con! sus! vecinos! y! con! una! inevitable! tendencia! a! degenerar”!(Jobling! y! TylernSmith! 2003).! En! la! actualidad! contamos! con! un! conocimiento! más!detallado!sobre!las!funciones!del!cromosoma!Y:!su!implicancia!en!funciones!específicas!tales! como! la! formación! del! esmalte! dental,! la! diferenciación! sexual! hacia! el! fenotipo!masculino! y! la! capacidad! del! hombre! para! dejar! descendencia.! En!marcado! contraste!con! la! especialización! funcional! del! cromosoma! Y,! está! la! naturaleza! ecléctica! de! los!campos! de! investigación! que! abarcan! el! estudio! de! su! diversidad,! como! la! genética!reproductiva!y!la!dinámica!del!genoma,!como!así!también!en!genética!de!poblaciones!y!forense!(Jobling!y!TylernSmith!2003).!!
1.1.4.*Estructura**Debido!a!la!particularidad!de!evadir!la!recombinación!meiótica,!los!hombres!transmiten!sus!cromosomas!sexuales!prácticamente!sin!modificaciones!a!su!descendencia!(salvo!en!casos!de!mutaciones).!Así,!el!cromosoma!X!presente!en!un!espermatozoide!determinará!la!formación!de!un!cigoto!femenino,!siendo!la!información!transmitida!en!el!cromosoma!X!idéntica!entre!padre!e!hija.!Si,!en!cambio,!el!espermatozoide!posee!un!cromosoma!Y,!el!cigoto!resultante!de!la!cariogamia!con!el!óvulo!determinará!el!desarrollo!de!un!individuo!de! sexo!masculino.! Al! no! recombinar,! los! cambios! en! el! cromosoma! Y! se! producirán!únicamente! por! mutación! y! se! transmitirán! de! una! generación! a! la! siguiente,!estableciéndose! así! un! linaje* paterno3.! Por! esta! razón,! el! cromosoma! Y! conserva! un!registro!de!su!historia!y!resulta!una!herramienta!útil!para!el!seguimiento!de!la!evolución!humana!(Jobling!y!TylernSmith!2003).!!Desde! el! punto! de! vista! estructural,! la! región! del! cromosoma! Y! que! no! sufre!recombinación! fue! inicialmente! denominada! región* no* recombinante! (NRY).! Sin!
                                                
3 A!lo!largo!del!texto!se!encuentran!resaltadas!con!negrita!las!palabras!clave!específicas!del!tema!de!la!tesis 
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embargo,!una!vez!que!se!conoció!la!secuencia!completa!del!cromosoma!Y,! la!región!no!recombinante! ha! pasado! a! llamarse! región! masculinonespecífica! (MSY),! ya! que! el!término! “no! recombinante”! no! estaba! reflejando! la! reorganización! dinámiconevolutiva!que!esta!región!del!genoma!estaba!sufriendo!(ver!punto!1.1.6)!(Skaletsky!et!al!2003).!!La!MSY!está!compuesta!por!tres!bloques!de!heterocromatina!(la!región!centromérica,!y!las! regiones! del! brazo! largo! Yq11.22! y! Yq12),! y! por! tres! clases! de! secuencias!eucromáticas.! La! heterocromatina! abarca! al! menos! seis! diferentes! tipos! de! secuencia!que!forman!largas!y!homogéneas!series!en!tándem,!de! las!cuales!hasta!el!momento!no!hay! evidencia! clara! de! transcripción! (Skaletsky! et! al! 2003,! NavarronCosta! y! Plancha!2011).! Por! otro! lado,! la! porción! eucromática! presenta! tres! clases! diferentes! de!secuencias:! Xntranspuestas,! Xndegeneradas! y! amplicónicas.! Las! secuencias! Xntranspuestas! exhiben! 99%! de! identidad! con! el! cromosoma! X.! Las! secuencias! Xndegeneradas! son! restos!de!autosomas!antiguos!de! los!que!el!X! e!Y! evolucionaron.!Las!
secuencias*amplicónicas!(o!amplicones)!abarcan!grandes!regiones!(alrededor!del!30%!de! la! eucromatina),! presentando! cada! par! de! secuencias! 99,9%! de! identidad! entre! sí!(Figura! 1.1.4)! (KurodanKawaguchi! et! al! 2001,! Repping! et! al! 2006).! Estas! últimas! son!regiones!duplicadas!del!cromosoma,!ya!sea!en!forma!directa!o!invertida,!constituyendo!así! palíndromos.! Estas! regiones,! si! bien! luego! de! la! duplicación! cada! secuencia! puede!sufrir!eventos!de!mutación!independientes,!presentan!alto!grado!de!homología.!
!
Figura"1.1.4."Estructura!del!cromosoma!Y!(Skaletsky!et!al!2003)"!
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1.1.5.*Las*secuencias*palindrómicas**Una!de!las!características!particulares!del!cromosoma!Y!es!su!estructura!palindrómica.!A!lo!largo!del!brazo!largo!del!Y!(Yq)!se!localizan!ocho!palíndromos!(Figura!1.1.5).!El!alto!grado! de! homología,! la! estructura! palindrómica! "en! espejo"! y! la! ausencia! de!recombinación!con!un!par!homólogo!hacen!que!esta! región!sea!propensa!a! frecuentes!eventos!de!recombinación*intracromosómica!y!de!conversión*génica.!El!mecanismo!de!recombinación!intracromosómica!se!describirá!en!profundidad!en!el!siguiente!punto.!!
!
!
Figura" 1.1.5.! Estructura! palindrómica! del! cromosoma! Y! humano! con! la! localización! de! los!
palíndromos!P1!a!P8!(Skaletsky!et!al!2003).!!
*
1.1.6.*La*naturaleza*dinámica**Debido! a! la! aumentada! densidad! de! secuencias! amplicónicas! con! alto! grado! de!homología! y! estructura! palindrómica,! el! cromosoma! Y! se! caracteriza! por! ser! rico! en!
variantes* de* número* de* copias! (CNVs).! Por! su! haploidía,! el! apareamiento!intracromosómico!no!se!encuentra!restringido,!y!esto!ha!dado!lugar!a!la!acumulación!de!un!gran!número!de!duplicaciones!de!segmentos!que!pueden!actuar!como!sustratos!para!la!generación!de!CNVs!a!través!del!mecanismo!de!recombinación*homóloga*no*alélica!(NAHR).! La! NAHR! es! un! tipo! de! recombinación! homóloga! que! no! ocurre! entre! alelos!localizados!en!cada!cromosoma!del!par!homólogo.!Por!el! contrario,! los!sustratos!de! la!recombinación! son! secuencias! dentro! de! un! mismo! cromosoma! que! han! sido!previamente! duplicadas! durante! el! proceso! evolutivo.! Tales! estructuras! pueden! sufrir!eventos! de! recombinación! que! generan! consecuentemente! inversiones,! duplicaciones,!deleciones,!y!conversión!génica!(Sasaki!et!al!2010)!(Figura!1.1.6).!!También!se!han!descriptos!deleciones!en!el!cromosoma!Y!cuyo!mecanismo!no!se!explica!mediante!NAHR.!Es!por!ello!que!se!sugirió!que!ciertos!tipos!de!deleción!podrían!ocurrir!mediante! recombinación! no! homóloga! (Noordam! et! al! 2011).! La! recombinación* no*
homóloga!o!unión*de* extremos*no*homólogos! (NHEJ)!es!un!mecanismo!que!repara!roturas!en!la!doble!hebra!de!ADN.!Es!denominada!no!homóloga!dado!que!los!extremos!
strand; its protein coding potential remains to be tested. Approxi-
mately 35 copies of this repeat unit—and hence 35 TSPY genes and
35 CYorf16 transcription units—are found in a single, highly regular
tandem array in proximal Yp (Fig. 2 and Supplementary Fig. 7d, e);
here the sequences of individual repeat units rarely differ from the
consensus by more than 1%. Furthermore, a single, isolated TSPY
repeat unit, whose sequence diverges 3% from the consensus, is
located more distally in Yp, embedded in the distal IR3 inverted
repeat (Fig. 2). The 35-unit TSPY cluster is the largest and most
homogeneous protein-coding tandem array identified so far in the
human genome.
The evolution of the MSY
On the basis of our present findings and previous studies, we
propose a model of MSYevolution that addresses all three euchro-
matic sequence classes (Figs 6 and 7). In developing the model, we
will offer an evolutionary map of the MSY (Fig. 8). We will then
consider the two largest and most gene-rich sequence classes—X-
degenerate and ampliconic—arguing that two opposed evolution-
ary dynamics have been at work: gene decay versus gene acquisition
and conservation. Throughout, we will propose decisive roles for
modulation of DNA recombination, both crossing over and gene
conversion, in the evolution and on-going maintenance of the MSY
(Fig. 9).
The human X and Y chromosomes are thought to have evolved
from an ordinary pair of autosomes5,24. Support for this hypothesis,
and a proposed 300-million-year timeline for human sex chromo-
some evolution, have emerged from studies of modern X–Y gene
pairs. In this context, investigators have interpreted the X–Y gene
pairs as surviving ‘fossils’ where extensive sequence identity
between ancestral X and Y chromosomes once existed25,26. Our
present sequencing of the MSYeuchromatin expands the catalogue
of known X–Y gene pair fossils, providing opportunity to re-
examine models developed in earlier studies.
Evo utionary stratification of X–Y g nes
Lahn and Page previously studied the evolutionary ages of X–Y gene
pairs, as measured by syno ymous X–Y nucleotide divergence, or
K s (ref. 26). They reasoned that X–Y differentiation would have
begun only after X–Y crossing over ceased. They observed a strong
correlation between the age (K s) of individual X–Y gene pairs and
the locations of thei X members on the human X chromosome
Figure 3 MSY genes, transcription units and palindromes. a, Triangles denote sizes and
locations of arms of eight palindromes (P1–P8) and of IR2 inverted repeats (whose arms
exhibit 99.95% identity). Gaps between opposed triangles represent the non-duplicated
‘spacers’ between palindrome arms. b, MSY schematic, as in Fig. 1b. c, Nine families of
protein-coding genes. Solid triangles denote apparently intact genes (5 0 to 3 0 polarity
indicated); pseudogenes are not shown. d, Single-copy protein-coding genes. e, Single-
copy transcription units. These give rise to spliced but apparently non-coding transcripts.
f, Fifteen families of transcription units. g, Merged map of all genes and transcription
units.
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rotos!son!directamente!ligados!sin!la!necesidad!de!un!molde!homólogo,!en!contraste!con!la! recombinación! homóloga,! que! requiere! una! secuencia! homóloga! para! guiar! la!reparación!(Moore!y!Haber!1996).!!
!
Figura" 1.1.6.! Mecanismos! de! recombinación! homóloga! no! alélica.! La! figura! esquematiza! seis!






1.1.7.*Funciones**Desde!el!punto!de!vista!funcional,! la!historia!del!cromosoma!Y!se!puede!dividir!en!tres!etapas.! La! primer! etapa! se! enfocó! en! el! estudio! de! la! transmisión!mendeliana! de! los!caracteres!visibles,!asociando!al!cromosoma!Y!con!la!transmisión!de!ciertos!caracteres!“masculinos”! como!vellos!en! las!orejas!y!piel! escamosa,! entre!otros.!La! segunda!etapa!consideró!al!cromosoma!Y!como!un!terreno!baldío!genético!dado!que!no!se!encontraba!evidencia! de! la! existencia! de! nuevos! genes,! salvo! el! gen! SRY! que! se! consideraba! una!excepción!al!desolado!cromosoma.!La!característica!de!la!tercer!etapa!fue!la!aplicación!
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de! técnicas! de! ADN! recombinante! y! tecnologías! genómicas,! definiendo! finalmente! la!presencia! de! genes! implicados! en! el! cambio! de! sexo! gonadal,! el! Síndrome! de! Turner,!rechazo!de!trasplantes!y!falla!espermatogénica!(Skaletsky!et!al!2003).!Actualmente!se!sabe!que!el!cromosoma!Y!participa!en!tres!funciones!fundamentales:!la!alimentación!(a!través!de!la!formación!del!esmalte!dental),!la!diferenciación!sexual!y!la!fertilidad!masculina.!La!primer!función!que!se!asoció!al!cromosoma!Y!fue!la!formación!del! esmalte! dental! mediante! el! gen! de! amelogenina,! un! gen! de! copia! única! cuyos!homólogos!están!ubicados!en!los!cromosomas!X!e!Y.!Este!gen!codifica!para!una!proteína!hidrofóbica! producida! por! los! ameloblastos! durante! el! desarrollo! del! esmalte! dental.!Además,! el! gen! de! amelogenina! es! ampliamente! usado! en! genética! forense! para! la!determinación! de! sexo! debido! a! que! en! el! cromosoma! X! da! lugar! a! un! producto! de!amplificación!de!106!pb,!y!en!el!cromosoma!Y!de!112!pb!(Nakahori!et!al!1991).!!La! segunda! función! que! se! asoció! a! una! región! particular! del! cromosoma! Y! fue! la!determinación!sexual!masculina.!La!diferenciación!sexual!en!mamíferos!placentarios!es!el!resultado!de!la!acción!de!un!gen!ubicado!en!el!brazo!corto!del!cromosoma!Y!(Yp).!Esta!región!fue!inicialmente!denominada!Región!de!Determinación!Testicular!(TDF).!Un!gen!localizado! en! esta! región! causa! que! la! gónada! indiferenciada! se! desarrolle! a! testículo,!consecuentemente! generando! una! cascada! hormonal! hacia! el! fenotipo! masculino!(Sinclair!et!al!1988).!Se!describió!que!el!SRY!es!un!gen!localizado!en!la!región!TDF!que!cumple!con!las!características!funcionales!esperadas!para!la!determinación!testicular.!Se!vio!que!el!cambio!de!sexo!en!mujeres!XY!es!el!resultado!de!la!falla!en!la!determinación!testicular!o!en!sus!vías!de!diferenciación.!Algunas!mujeres!XY,!con!disgenesia!gonadal,!presentan!deleciones!o!mutaciones!en!este!gen!(Berta!et!al!1990).!!La! tercer! función! asociada! al! cromosoma! Y,! y! que! se! desarrollará! a! continuación,! fue!descripta!en!el!año!1976.!Mediante!técnicas!citogenéticas!se!identificó!que!la!deleción!de!una!región!del!brazo!largo!del!cromosoma!Y!era!la!característica!común!entre!hombres!azoospérmicos.!Desde! entonces! se! asoció! esta! región! a! espematogénesis! e! infertilidad!masculina!(Tiepolo!y!Zuffardi!1976).!




1.1.8.*La*región*AZF*Hace!ya!casi!40!años!se!demostró!la!existencia!del!factor*de*azoospermia!(AZF)!en!el!brazo! largo! del! Y! (Yq11!qter)! (Tiepolo! y! Zuffardi! 1976).! Debido! a! la! complejidad!estructural! del! cromosoma! Y,! la! caracterización! de! la! región! AZF! llevó! casi! 30! años.!Primero,! la! secuenciación!de! las! regiones!AZFa!y!AZFc!permitió!un! acercamiento! a! su!estructura! (Sun! et! al! 2000,! KurodanKawaguchi! et! al! 2001).! Más! adelante,! la!secuenciación!completa!de!la!región!MSY!permitió!una!mejor!comprensión!de!esta!parte!específica! del! genoma,! y! ha! disparado! numerosas! investigaciones! moleculares! en!materia! de! infertilidad! masculina! asociada! al! cromosoma! Y,! y! su! implicancia! en! la!espermatogénesis!(Skaletsky!et!al!2003).!La!detección!molecular!a!gran!escala!de!microdeleciones4!en!el! cromosoma!Y,! reveló!que!la!región!AZF!presenta!una!organización!tripartita.!De!esta!manera,!se!establecieron!las!regiones!AZFa,!AZFb!y!AZFc!como!aquellas!que!regulan!la!espermatogénesis!(Figura!1.1.8.1)!(Vogt!et!al!1996).!Posteriormente,!mediante!el!mapeo!de!la!extensión!de!dichas!regiones,! se! demostró! que! el! extremo! proximal! de! la! región! AZFc! se! solapaba! con! el!extremo! distal! de! la! región! AZFb! (Repping! et! al! 2002).! La! secuenciación! posterior!demostró!que!estas! tres!regiones!albergan!un!total!de!15! familias!diferentes!de!genes.!De!los!principales!genes!descritos!hasta!el!momento,!USP9Y!y!DDX3Y!se! localizan!en!la!región! AZFa;! CYorf5,! RPS4Y2,! EIF1aY,! KDM5D,! XKRY,! HSFY,! PRY,! RBMY1A1! y! CDY2! en!AZFb;! y! BPY2,! CDY1,! GOLGA2LY,! CSPG4LY! y! DAZ! en! AZFc! (NavarronCosta! et! al! 2010,!NavarronCosta!et!al!2010).!!
                                                
4 Se!denomina!microdeleciones!a!aquellas!deleciones!que!no!pueden!ser!visualizadas!por!técnicas!citogenéticas! 
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between BACs could not represent allelic variants. We identi-
fied SFVs by comparing the sequences of BACs that initially
appeared to overlap (as judged by STS content) but actually
were derived from different amplicon copies. Using this
approach, we disentangled lengthy amplicon copies that dif-
fered only slightly in DNA sequence. We ultimately assembled a
4.5-Mb sequence contig spanning the entirety of AZFc, based
on 48 sequenced BACs (Fig. 1).
By design, the set of 48 sequenced BACs shows substantial
redundancy, with overlaps between sequenced BACs totaling
approximately 3 Mb (Fig. 1b). Nearly two-thirds of the
nucleotides in the 4.5-Mb region were sequenced in two indepen-
dent BAC clones. This allowed us to validate the 4.5-Mb sequence
contig by exhaustively investigating all sequence discrepancies
between overlapping BACs. We observed eight such discrepancies.
In six of eight cases, re-sequencing of the discrepant site in new
cultures of the same BACs resolved the discrepancies, suggesting
that they were the result of mutations arising within the initial
BAC cultures. In the remaining two cases, new BAC cultures failed
to resolve the discrepancy. In these two cases, we examined all
other RPCI-11 BACs predicted
to contain the discrepant
nucleotide, and in both cases
the variant was restricted to a
single BAC. We concluded that
these two discrepancies were
due either to mutations in the
BACs or to somatic mutations
in the human donor. These two
possibilities cannot be experi-
mentally distinguished because
no cell line or genomic DNA is available from the RPCI-11 donor.
This analysis of overlaps suggests that mutations in the BACs
(and, possibly, somatic mutations in the donor) are the major
source of error in the 4.5-Mb sequence and that undetected errors
of this kind are on the order of 1–3 per megabase.
Amplicons and symmetries reve led by genomic
sequence analysis
Examination of the AZFc sequence shows symmetries of unprece-
dented scale and precision. Fig. 1a is a compressed representation of
a dot-plot analysis in which only perfect matches of at least 500 bp
are scored. Inspection of the plot shows the following:
(i) There are six distinct families of amplicons (massive repeat
units) in the region sequenced. The amplicon units range in
length from 115 kb (gray) to 678 kb (yellow). The turquoise, gray
and yellow amplicons each occur twice in the region sequenced,
whereas the green amplicon occurs three times and the blue and
red amplicons each occur four times. Together, the six amplicon
families account for 93% (all but 313 kb) of the 4.5-Mb sequence














Fig. 2 Sequence-based map of STSs,
deletions, transcription units and auto-
somal homologies. a, Amplicon map
(from Fig. 1a). Region of recurrent AZFc
deletions is shown; precise locations of
deletion endpoints within amplicons b2
and b4 are not known, as indicated by
dotted lines. b, STSs employed in char-
acterizing deletions. Asterisks denote
new STSs. c, Results of testing genomic
DNAs from a normal, fertile man
(WHT1659) and 48 infertile men with
AZFc deletions (WHT2381–WHT2564)
for the presence or absence of STSs.
Solid black bars encompass STSs that
were present; minus signs represent
absent STSs. Solid gray bars indicate
that the presence or absence of sY627
in amplicon t2 cannot be determined
with confidence because of cross-ampli-
fying sY627 loci elsewhere in the palin-
dromic complex. Open boxes represent
positive PCR results that we dismiss
because of (i) cross-amplifying loci else-
where in the region and (ii) negative
results with flanking STSs. d–g, Tran-
scription units (solid triangles) and
selected pseudogenes (open triangles).
Direction of triangles indicates 5′→3′
polarity. d, Five gene families previously
reported to have protein-coding poten-
tial. e, Two families of transcription
units with significant predicted open
reading frames. f, Four families of
spliced but apparently noncoding tran-
scripts. g, RBMY2 sequences.
h, Regions of homology to human chro-
mosomes 3, 15 and 1. Homology to
chromosome 1 extends distally beyond
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1.1.9.*Los*genes*de*la*región*AZFc*La!región!AZFc!contiene!ocho!familias!de!genes!multicopia!expresados!únicamente!en!el!testículo,!sin!embargo!la!implicancia!de!cada!gen!individual!para!la!fertilidad!aún!no!ha!sido! dilucidada! (Fernandes! et! al! 2004).! La! Figura! 1.1.9! esquematiza! la! localización! y!número!de! copias!de! los!principales! genes!descriptos!hasta! la! actualidad,! así! como!su!localización!en!el!cromosoma!Y!de!referencia!publicado!en!GenBank.!Uno! de! los! principales! genes,! y! el! primero! en! ser! descripto,! es! el! gen! deleted! in!
azoospermia! (DAZ).! El! gen! DAZ! restringe! su! expresión! a! las! células! germinales! prenmeióticas,! particularmente! espermatogonias,! y! codifica! para! una! proteína! de! unión! al!ARN!importante!para!la!espematogénesis.!Cuatro!copias!de!este!gen!(DAZ1,!DAZ2,!DAZ3!
y!DAZ4)! se! encuentran! en! el! cromosoma!Y!dentro!de!duplicaciones!palindrómicas;! un!par!de!genes!se!encuentra!en!el!palíndromo!P1!y!el!segundo!par!en!el!palíndromo!P2,!dentro!de!las!secuencias!amplicónicas!rojas!o!“r”!(r1,!r2,!r3!y!r4,!respectivamente)!(Reijo!
et!al!2000)!(Figura!1.1.9!–!rojo).!Otro!de!los!genes!asociados!a!espermatogénesis!es!el!gen!chromodomain!protein!Y!(CDY)!que! codifica! para! una! proteína! con! un! cromodominio! y! un! dominio! catalítico! de! la!enzima! histona! acetiltransferasa.! Esta! proteína! se! localiza! en! el! núcleo! de! las!espermátides! tardías,! donde! ocurre! la! hiperacetilación! de! las! histonas,! facilitando! la!transición! de! histonas! a! protaminas! como! proteína! de! empaquetamiento! del! ADN.! El!cromosoma! Y! humano! tiene! dos! copias! idénticas! de! este! gen! dentro! de! la! región!palindrómica!P1! (CDY1A!y!CDY1B),! y!un!par!de!genes!estrechamente!vinculados!y! con!alto!grado!de!homología!en!el!palíndromo!P5!(CDY2A!y!CDY2B).!El!gen!CDY!se!encuentra!localizado!en!el!amplicón!amarillo!o!“y”!(y1,!y2,!y3!e!y4)!(Lahn!et!al!2002)!(Figura!1.1.9!–!amarillo).!El! gen! testistspecific! basic! protein! Y! 2! (BPY2)! también! se! expresa! específicamente! en!testículo! y! su! producto! proteico! se! encuentra! involucrado! en! el! desarrollo! celular!germinal! masculino.! Existen! tres! copias! prácticamente! idénticas! del! gen! BPY2! en! el!cromosoma!Y,! localizadas!dentro!de! las!secuencias!amplicónicas!verdes!o!“g”!(g1,!g2!y!g3)!(Wong!et!al!2004)!(Figura!1.1.9!–!verde).!!El! gen! PTPBLtrelated! gene! on! Y! (PRY)! es! otro! de! los! genes! que! se! expresa!específicamente! en! el! testículo! y! codifica! para! una! proteína! similar! a! la! tirosina!
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fosfatasa.! Existen! dos! copias! prácticamente! idénticas! del! gen! en! el! cromosoma! Y!localizadas!en!el!amplicón!azul!o!“b”!(b1!y!b2)!(Lahn!y!Page!1997)!(Figura!1.1.9!–!azul).!!Las! familias! de! genes! golgi! autoantigen,! golgi! subfamily! a,! 2tlike,! Ytlinked! (GOLGA2LY)!(Figura! 1.1.9! –! fucsia)! y! chondroitin! sulfate! proteoglycan! 4! pseudogene! 1,! Ytlinked!(CSPG4P1Y)! (Figura! 1.1.9! –! turquesa)! son! unidades! de! transcripción! con! marcos! de!lectura!abiertos.!Se!expresan!únicamente!en!testículo,!y!cuentan!con!productos!proteicos!descriptos! in! silico! no! aislados! aún.! Ambos! genes! se! presentan! en! dos! copias,! y! se!localizan!en!el!amplicón!amarillo!o!“y”,!dentro!del!palíndromo!P1!(KurodanKawaguchi!et!
al!2001).!!!Inicialmente,! en! humanos,! el! gen! DAZ! se! describió! como! un! gen! de! copia! única,! y!posteriormente!se!evidenció!su!amplificación!y!existencia!como!gen!multicopia!(Reijo!et!
al!1995,!Saxena!et!al!1996).!De!manera!similar,!los!genes!DAZ!y!CDY!se!describieron!en!primates,!con!variaciones!tanto!en!el!número!de!copias!de!los!mismos,!como!así!también!en!su!localización!en!el!cromosoma!Y.!Estas!características!polimórficas!en!primates!se!asociaron! con! características! reproductivas! diferenciales! entre! especies! de! primates!(Schaller!et!al!2010,!Greve!et!al!2011).!!En!el!campo!de!la!infertilidad!masculina,! las!deleciones!que!generan!una!reducción!del!número!de!copias!de!los!genes!mencionados,!se!correlacionan!con!una!disminución!en!la!cantidad! de! espermatozoides! en! el! eyaculado.! Las! duplicaciones! posteriores! a! la!deleción!tienden!a!restaurar,!y!a!veces!incluso!aumentar,!el!número!de!copias!de!estos!genes,! y! consecuentemente! también! el! recuento! espermático.! Esto! sugiere! que! el!contenido! génico!de! la! región!AZFc!habría! sido!preservado! a! lo! largo!de! la! evolución,!dada! su! repercusión! directa! en! la! capacidad! reproductiva! masculina! (Noordam! et! al!2011).!!
!
Figura"1.1.9.!Localización!de!los!principales!genes!candidatos!de!la!espematogénesis!de!la!región!
AZFc.! Las! flechas! indican! la! posición! relativa! y! orientación! de! los! amplicones! de! la! región! AZFc!
(adaptado! de! KurodatKawaguchi! et! al! 2001)! y! los! triángulos! esquematizan! la! localización! y!
orientación!de!los!principales!genes!descriptos!para!dicha!región.!
!
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1.1.9.*Haplogrupos*Dado!que!el! cromosoma!Y!no! sufre! recombinación!prácticamente!en! toda! su! longitud,!resulta! una! herramienta! muy! poderosa! para! el! estudio! de! las! migraciones! humanas!relacionadas!a!los!linajes!paternos.!Los!marcadores!genéticos!empleados!en!genética!de!poblaciones!para!el!rastreo!de!estos!linajes!son!las!repeticiones!cortas!en!tándem!(STRs)!y!los!polimorfismos!de!nucleótido!único!(SNPs).!La!combinación!de!variantes!alélicas!de!STRs!del!cromosoma!Y!que!se!heredan!en!bloque!se!denominan!haplotipos6,!los!cuales!son! compartidos! por! una! misma! patrilínea.! Dado! que! no! sufren! recombinación,! se!modifican!únicamente!por!eventos!de!mutación.!Diferentes!haplotipos!o!linajes!paternos!pueden! clasificarse! dentro! de! haplogrupos7*(Hgs),! que! permiten! establecer! un! árbol!filogenético.!Estos!Hgs!se!definen!por!el!estado!derivado!(mutado)!para!un!determinado!marcador! SNP.! Los! individuos! que! presentan! la! variante! ancestral! (no! mutada)! para!dicho! SNP,! no! pertenecen! al! Hg! en! cuestión.! Mediante! el! uso! de! estos! polimorfismos!binarios! con! bajas! tasas! de! mutación,! que! definen! estos! Hgs,! se! puede! construir! de!manera!relativamente!sencilla!una!filogenia!del!cromosoma!Y!humano.!De!esta!manera,!es! posible! reconstruir! la! historia! subyacente! a! los! procesos! migratorios! que!determinaron!la!distribución!de!las!poblaciones!actuales!(Jobling!2008).!!Actualmente! se! encuentran! definidos! más! de! 300! Hgs! y! subnHgs! distribuidos!geográficamente!en!todo!el!mundo.!El!constante! incremento!en!el!número!de!Hgs!hizo!necesaria! la! unificación! de! la! nomenclatura! para! futuros! estudios! poblacionales.! Las!Figuras!1.1.9a!y!1.1.9b!representan!el!árbol!filogenético!de!los!Hgs!de!cromosoma!Y!(y!su! actualización),! junto! con! la! evolución! de! la! nomenclatura! y! la! actualización! de! la!misma! (YCC! 2002,! Karafet! et! al! 2008).! En! términos! funcionales,! la! Sociedad!Internacional!de!Genética!Genealógica! (ISOGG)!estableció!una!base!de!datos!de!acceso!libre! con! permanente! actualización! de! la! nomenclatura! y! características! de! los! Hgs! y!polimorfismos!analizados!(ISOGG!2014).!!! !
                                                
6 Conjunto!de!variantes!alélicas!de!STRs!del!cromosoma!Y!que!se!heredan!en!bloque!y!se!transmiten!por!línea!paterna 
7 Conjunto!de!haplotipos! que! se! definen!mediante! SNPs!diagnósticos! y! permiten! establecer! filogenias! con!distribución!
geográfica!definida 











de!cromosoma!Y!(Karafet!et!al!2008)!!Los! Hgs! de! cromosoma! Y! se! identifican! mediante! letras! desde! la! A! hasta! la! T.! Las!subdivisiones!se!indican!con!números!a!la!derecha!de!las!letras,!y!sucesivamente!letras!minúsculas,!de!acuerdo!con!la!nomenclatura!definida!por!el!Y!Chromosome!Consortium!
(YCC!2002,!Karafet!et!al!2008).!La! distribución! de! los! Hgs! ancestrales! refuerzan! la! teoría! del! origen! de! los! humanos!modernos!en!la!región!subsahariana!de!África,!pudiéndose!trazar!en!forma!aproximada!
chromosomes carrying the derived state at P33 also carry addi-
tional copies with the ancestral state.
Clade D
In 2002, a single mutation defined haplogroup D and 12 markers
defined lineages nested within this clade. Now there are a total of
23 mutations associated with this clade, two defining (M174 and
JST021355) (Underhill et al. 2001; Nonaka et al. 2007) and 21
that are internal to this clade (Supplemental Fig. 4). Haplogroup
D chromosomes have not been found anywhere outside of Asia,
the likely place of origin of this haplogroup. D lineages are most
commonly found in Central Asia (Tibet) and in Japan, and are
also present at low frequencies in Southeast Asia and among An-
daman Islanders (Su et al. 2000; Karafet et al. 2001; Thangaraj et
al. 2003; Hammer et al. 2006).
Major rearrangements
The newly discovered P99 polymor-
phism that defines the D3 branch occurs
in Mainland Asia, specifically in Tibet,
the Altai, and Mongolia.
Caveats
The N3 mutation (Deng et al. 2004) was
not incorporated into the new tree be-
cause of uncertainty in its phylogenetic
position.
Clade E
Haplogroup E is now defined by 18 mu-
tations (SRY4064, M96, P29, P150, P152,
P154, P155, P156, P162, P168, P169,
P170, P171, P172, P173, P174, P175, and
P176) (Supplemental Fig. 5). There are a
total of 83 polymorphic sites that mark
lineages within this clade, compared
with a total of 30 internal mutations in
2002. This makes haplogroup E by far
the most mutationally diverse of all ma-
jor Y chromosome clades. These poly-
morphisms define 56 distinct hap-
logroups, which can be found at high
frequencies in Africa, at moderate fre-
quencies in the Middle East and south-
ern Europe, and with occasional occur-
rence in Central and South Asia (Ham-
mer et al. 1998; Underhill et al. 2001;
Cruciani et al. 2002; Jobling and Tyler-
Smith 2003; Semino et al. 2004; Sims et
al. 2007).
Major rearrangements
In 2002, haplogroup E was characterized
by three basal branches: E-M33 (E1), E-
M75 (E2), and E-P2 (E3). The newly dis-
covered polymorphism P147 requires
major rearrangements within this clade.
Subclades E-P147 (E1) and E-M75 (E2)
are the most basal haplogroups, with E-
P147 (E1) having two subclades: E-M33
(E1a) and E-P177 (E1b). The new poly-
morphism P177 joins haplogroup E-P2 (E1b1) and recently de-
tected haplogroup E-P75 (E1b2). Haplogroup E-P1 (E1b1a) con-
sists of 19 branches compared with six on the YCC tree.
The most basal paragroup lineage in this clade, E*, was
found in a single B tu-speaking male from South Africa. Hap-
logroups E-M191 (E1b1a7) and E-U175 (E1b1a8) are widely dis-
tributed in Africa. On the other hand, E-P268 (E1b1a9) was de-
tected in a single Gambian, and chromosomes E-M58 (E1b1a1),
E-M116.2 (E1b1a2), E-M149 (E1b1a3), E-M154 (E1b1a4), E-M155
(E1b1a5), and E-M10 (E1b1a6) are rarely observed in Africa (Un-
derhill et al. 2001; Sims et al. 2007). The M215 polymorphism is
a predecessor of the E-M35mutation. Haplogroup E-M35 (E1b1b)
contains a lineage undefined by a binary marker, as well as six
derived sub-branches. Three additional haplogroups have also
been added to the tree since 2002: E-M281 (E1b1b1d), E-V6
(E1b1b1e), and E-P72 (E1b1b1f).
Figure 1. An abbreviated form of the Y chromosome parsimony tree shown in the accompanying
poster enclosed in th s issue. Mutation na es are indicated on the branches. The subtre correspond-
ing to major clades A–T are collapsed in this figure and are shown in Supplemental Figures 1–13,
15–18, and in the accompanying poster enclosed in this issue, wherein the maximum parsimony tree
of 311 Y chromosome haplogroups is shown. Haplogroup names are given at the tips of the tree, and
major clades are labeled with large capital letters and shaded in color (the entire cladogram is desig-
nated “haplogroup Y”). Mutation names are given along the branches; the length of each branch is not
proportional to the nu ber of mutations or the ag of the mutation. The order of p ylogenetically
equivalent markers shown on each branch is arbitrary.
Revised Y chromosome haplogroup tree
Genome Research 833
www.genome.org
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Si! bien,! en! la! población! mundial! existen! alrededor! de! 30! Hgs! y! cientos! de! subnHgs!evidenciando! la! diversidad! de! la! misma,! la! información! disponible! con! respecto! a! la!secuencia!de! referencia!del! cromosoma!Y!publicada!en!GenBank!pertenece!a!un!único!individuo! correspondiente! al! Hg! europeo! R1b1a2 8 !(Jobling! y! TylernSmith! 2003,!Skaletsky! et! al! 2003,! Repping! et! al! 2006).! Se! considera! que! el! Hg! R! se! originó!aproximadamente! hace! 27.000! años! en! Asia,! y! actualmente! se! divide! en! dos! ramas!principales:!R1!y!R2.!El!subnHg!R1b1a2!(M269C),!caracterizado!a!partir!de!la!secuencia!de!referencia,!es!el!mayoritario!en!Europa!y!particularmente!en!España!(ISOGG!2014).!!
!
* *
                                                
8 A! lo! largo! del! presente! trabajo,! R1b! y! R1b1a2! se! utilizarán! como! sinónimos,! debido! al! constante! cambio! en! la!
nomenclatura!de!los!Hgs 





1.2.1.*Historia*Desde!el!punto!de!vista!histórico,!hasta!mediados!del! siglo!XVI,! el! territorio!argentino!estaba!ocupado!por!poblaciones!originarias!que! llegaron!al!continente!americano!hace!aproximadamente!15.000!años!a! través!del!Estrecho!de!Bering.!Estas! comunidades! se!encontraban! distribuidas! por! todo! el! territorio,! agrupadas! según! sus! diferentes!actividades! económicas,! lenguas! y! cultura.! Luego! del! descubrimiento! de! América! en!1492,!las!olas!migratorias!hacia!el!actual!territorio!argentino!se!iniciaron!en!el!siglo!XVI!con!la!colonización!española.!Entre!los!siglos!XVII!y!XIX,!se!ha!descripto!la!introducción!forzada!de!población!africana,! traída!como!mano!de!obra!esclava.!En!el!siglo!XIX,! tuvo!lugar!el!tercer!evento!migratorio!promovido!por!el!gobierno!argentino.!Los!inmigrantes!provenían! de! Europa! y! Asia! Menor,! en! su! mayoría! de! origen! italiano.! Por! último,! a!finales! del! siglo! XX! y! principios! del! siglo! XXI,! llegaron! inmigrantes! de! África! subnSahariana,! Corea,! China,! Bolivia,! Perú,! Paraguay,! Colombia,! y! de! Europa! Central! y!Oriental.!Todos!estos!acontecimientos!migratorios!han!tenido!un!impacto!importante!en!la! estructura! de! la! población! argentina,! principalmente! debido! al! mestizaje! con! la!población!originaria.!
*
1.2.2.*Composición*genética*Desde!el!punto!de!vista!genético,!nuestro!grupo!de!trabajo!investigó!y!publicó!datos!que!demostraron! que,! basado! en! el! análisis! del! cromosoma! Y,! mediante! la! utilización! de!STRs! y! SNPs,! el! componente! europeo! es! mayoritario! en! la! población! argentina! con!respecto!al!amerindio!y!africano!(Corach!et!al!2010).!La!proporción!de!linajes!paternos!amerindios! observada! en! la! población! argentina! es! relativamente! baja! como!consecuencia! del! mestizaje! ocurrido! con! los! primeros! europeos! que! llegaron! al!territorio.! Por! el! contrario! en! los! linajes! maternos,! son! mayoritarios! los! Hgs! nativo!americanos.!!El! primer! contacto! con! la! población! europea! produjo! una! reducción! severa! de! la!población!masculina!nativa,!producto!de!las!sucesivas!guerras!ocurridas!con!la!finalidad!de! ocupar! el! territorio.! Así! mismo,! como! consecuencia! de! una! decisión! política! de!poblamiento! del! territorio! conquistado,! sumado! a! la! falta! de! población! femenina! de!
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origen!europeo,!el!mestizaje!entre!hombres!españoles!y!mujeres!nativas!fue!un!evento!frecuente! que! dio! origen! a! descendientes! con! linajes! paternos! europeos! y! maternos!amerindios.! La! desaparición! exponencial! de! los! hombres! nativos! ocurrida! durante! las!sucesivas!corrientes!conquistadoras,!y!el!flujo!genético!sesgado!debido!a!que!los!nativos!no! tenían!descendencia!con!mujeres!europeas,! fueron!dos! factores! fundamentales!que!determinaron!la!frecuencia!de!los!linajes!paternos!observados!en!la!población!argentina!actual.!Otro!factor!que!contribuyó!a! la!proporción!de!Hgs!observada,!es! la! inmigración!masiva!proveniente!principalmente!de! Italia!y!España,!ocurrida!entre! los!años!1850!y!1950.!Esto!fue!consecuencia!de!la!situación!social!existente!en!los!países!europeos!y!de!la!política!inmigracionista!existente!en!Argentina.!La!escasa!población!de!origen!africano!encontrada!en!la!actualidad,!a!pesar!de!la!entrada!masiva!de!esclavos!entre!1580!y!1810,!podría!deberse!en!parte!a!barreras!sociales!existentes!en!aquel!momento!que!traerían!como!consecuencia!un!bajo!grado!de!mestizaje.!Por!otro!lado,!la!alta!tasa!de!mortalidad!sufrida!por!este!último!grupo!como!consecuencia!de!guerras!y!enfermedades,!provocó!una! reducción! en! los! linajes! paternos! africanos! que! actualmente! exhibe! frecuencias!menores!al!1%!(Bobillo!C,!Tesis!de!Doctorado,!2010).!!Actualmente,! la! composición! de! la! población! argentina,! en! relación! con! los! linajes! del!cromosoma!Y,!es!de!45%!perteneciente!al!Hg!europeo!R1b1a2,!11%!al!J2,!9%!al!E,!8%!al!Hg!I,!4%!al!G!y!5%!al!Hg!nativo!americano!Q1a3a1,!entre!otros!(Figura!1.2.2)!(Corach!et!
al!2010).!!
!
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!En!la!población!argentina,!los!Hgs!más!frecuentes!son!originarios!de!Europa!occidental.!Estos!son:!R1b1a2,!I,!G2a!y!E1b1b.!La!presencia!de!dichos!Hgs!en!nuestra!población!es!el!resultado!de!las!migraciones!masivas!provenientes!de!España!e!Italia,!hace!tres!o!cuatro!generaciones.!!El! Hg! R1b1a2! o! R1b! es! el! mayoritario! en! Argentina,! y! además! se! encuentra! en! alta!proporción! en! población! irlandesa,! galesa,! escocesa,!francesa,! belga,! española,!portuguesa,!inglesa!del!oeste,!holandesa!del!sur,!austríaca!del!oeste,!italiana!del!norte!y!alemana!del!sur.!R1b1a2!es!el!Hg!más!común!en!Europa!occidental,! llegando!a!más!del!80%! de! la! población! en! algunos! países.! Se! asocia! tradicionalmente! con! el! hombre! de!Cromagnon,! que! se! considera! que! fueron! los! primeros! humanos!modernos! en! entrar!a!Europa.!De!esta!manera,!los!europeos!de!las!costas!del!Atlántico!conservarían!el!linaje!de!los!primeros!pobladores!de!Europa!(Figura!1.2.2.1a).!El!Hg!I!es!mayoritario!en!las!poblaciones!de!habla!eslava!de!la!península!de!los!Balcanes!(serbios! y! croatas),! y! también! tiene! presencia! entre! los! búlgaros! y! rumanos! (Figura!1.2.2.1b).!El!Hg!G2a!se!encuentra!altamente!representado!en! la!región!del!Cáucaso,!este!del!Mar!Mediterráneo,!y!en!Córcega!y!Cerdeña!(Figura!1.2.2.1c).!En!el!sur!de!Italia,!Grecia,!Serbia,!Albania!y!en!Turquía,!hay!una!importante!presencia!del!Hg!E1b,! que! es!mayoritario! en!Egipto,! Túnez! y! Libia,! entre! otros.! Se! trata! del!Hg!más!característico! de! África! del! Norte! y! representa! la! última! gran! migración! de! África!a!Europa.!En!el!continente!europeo!se!presenta!con!mayor!frecuencia!en!el!noroeste!de!Grecia,! Albania! y! Kosovo,! alrededor! de! los! Balcanes,! el! resto! de! Grecia! y!Turquía!occidental.!Es!muy!característico!en!el!norte!de!África!occidental,!y!por!lo!tanto!se!encuentra!en!la!Península!Ibérica!(principalmente!la!parte!occidental),!Italia!y!Francia!(Figura!1.2.2.1d).!En!cuanto!al!Hg!J2,!está!relacionado!con!los!antiguos!etruscos,!griegos,!fenicios,!asirios!y!babilonios.!En!Europa,!alcanza!su!mayor! frecuencia!en!Grecia!(especialmente!en!Creta,!Peloponeso!y!Tracia),!en!el!sur!y!el!centro!de!Italia,!el!sur!de!Francia!y!el!sur!de!España.!Los!antiguos!griegos!y! fenicios!fueron!los!principales! impulsores!de! la!expansión!J2!en!todo! el! oeste! y! el! sur! del! Mediterráneo.! Los! fenicios,! judíos,! griegos! y! romanos,!
 - Introducción -  
 
a 21 
contribuyeron! a! la! presencia! de! J2! en! la!Península! Ibérica,! especialmente! en! el! sur!(Figura!1.2.2.1e).!
!
Figura"1.2.2.1.!Distribución!de!los!Hgs!R1b1a2!(a),!I!(b),!G!(c),!E1b!(d)!y!J2!(e)!!
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2014),! un! subnHg!del!Hg! asiático!Q1,! es! el!más! frecuente! entre! las!poblaciones!nativo!americanas!(Figura!1.2.3).!!
!
Figura"1.2.3.!Distribución!mundial!del!Hg!Q!!Se!considera!que!América!fue!colonizada!por!primera!vez!desde!Asia!por!hombres!que!emigraron! principalmente! a! través! del! estrecho! de! Bering! (Figura! 1.1.9c).! Estas!poblaciones! se! expandieron! rápidamente! por! el! continente! americano! hace!aproximadamente! 15.000! años! (CavallinSforza! y! Feldman! 2003).! Recientemente! se!determinó!que!la!colonización!ocurrió!al!menos!en!tres!oleadas!desde!Asia.!La!mayoría!de! los! nativo! americanos! descenderían! de! una! única! población! ancestral,! que! fue! la!primera!en!ingresar!a!América!y!se!expandió!hacia!el!Sur!a!través!de!la!costa!occidental.!Sin! embargo,! se! encontraron! descendientes! de! otras! dos! poblaciones! asiáticas! cuya!migración! fue! posterior! y! se! dirigieron! hacia! el! norte! del! continente! (actualmente!Canadá!y!Groenlandia)!(Reich!et!al!2012).!!La!observación!de!un!único!Hg!de!cromosoma!Y!con!alta!frecuencia!(92%,!según!Roewer!
et!al!2013)!en!las!poblaciones!nativo!americanas,!se!interpretó!como!posible!único!linaje!fundador!Nativo! Americano.! Este! linaje! se! caracteriza! por! un! cambio! C>T! en! el! locus!DYS199/M3!(Underhill!et!al!1996,!Bortolini!et!al!2003).!En!Eurasia,!el!Hg!Q!se!encuentra!en! Siberia! central! entre! los! selkupis! (~70%)! y! kets! (~95%);! y! en! baja! frecuencia! en!Noruega,!Mongolia,!Uzbekistán,!Turkmenistán,!norte!de!China!e!Irán.!En!China,!el!subnHg!mayoritario!es!el!Q1a1a1!(M120).!Se!ha!reportado!como!Hg!mayoritario!en!poblaciones!nativas!de!Brasil,!Paraguay,!Venezuela,!Perú,!Colombia,!Ecuador,!Chile!y!Argentina.!En!
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Norteamérica!se!encontró!en!un!58%!en!los!pueblos!nativos!de!los!Estados!Unidos.!En!Sudamérica,!prácticamente!la!totalidad!de!los!individuos!de!este!Hg!pertenecen!al!subnHg!Q1a2a1a1!(M3T).!Si!bien!durante!muchos!años!se!consideró!al!Hg!Q!como!el!único!fundador!de!América,! recientemente! se!describieron! individuos!de!poblaciones!nativo!americanas!originarias!de! la! región! sur!del! continente! cuyo! linaje!pertenece!al!Hg!C3.!Dada! su! localización,! una! hipótesis! es! que! el! Hg! C3! haya! ingresado! al! continente!americano!por!vía!marítima!a!través!del!Océano!Pacífico!hace!aproximadamente!6.000!años,!a!diferencia!del!Hg!Q!que!lo!hizo!por!tierra!(Roewer!et!al!2013).!Hasta!el!momento!se!desconoce!si!la!alta!prevalencia!del!Hg!Q!en!la!población!nativo!americana!se!debe!a!un! único! linaje! fundador! o! a! un! posible! efecto! de! selección! natural! positiva! de! los!individuos! del! Hg! Q! sobre! otros! haplogrupos! contemporáneos! en! el! territorio!americano.!!El! Hg! Q1a2a1a1! ha! sido! ampliamente! estudiado! desde! el! punto! de! vista! poblacional,!lingüístico!y!geográfico,! sin!embargo!el! estudio!de! su! relación!con!distintas!patologías!genéticas! recientemente! ha! despertado! gran! interés! (Lardone! et! al! 2013,! Trinks! et! al!2014).!!! !!!!
* *





1.3.1.*Espematogénesis*La!diferenciación!testicular!está!controlada!por!la!presencia!del!cromosoma!Y.!Como!se!describió! anteriormente,! su! brazo! corto! incluye! el! gen! SRY,! que! se! expresa!fundamentalmente! en! el! testículo! y! es! responsable! del! desarrollo! testicular,!determinando!así!el!desarrollo!del!aparato!reproductor!masculino.!Los! túbulos! seminíferos! localizados!en!el! testículo!están! formados!principalmente!por!tres!tipos!celulares:!células!germinales,!células!de!Sertoli!y!células!de!Leydig.!Las!células!germinales! entran! en! la! gónada! durante! el! desarrollo! y! se! dividen! por! mitosis! para!formar! espermatogonias! de! tipo! A.! Éstas! se! comienzan! a! dividir! mitóticamente! en! la!pubertad,! lo! que! marca! el! inicio! de! la! espermatogénesis.! Luego,! se! forman!espermatogonias! intermedias! y! de! tipo! B.! A! partir! de! este! punto,! la! barrera! hematontesticular! impide! el! contacto! de! las! células! espermatogénicas! (salvo! las!espermatogonias)!con!el!torrente!sanguíneo!evitando!el!reconocimiento!antigénico.!Las!células! tipo! B! se! dividen! mitóticamente! para! producir! espermatocitos! primarios! en!reposo!(diploides!o!2n).!Éstos!replican!su!ADN!y!se! trasladan!hacia!el!compartimiento!luminal!del!citoplasma!de! la!célula!de!Sertoli!donde!entran!en!una!prolongada!profase!meiótica.!Durante!la!anafase!I,!los!cromosomas!homólogos!se!separan,!y!en!la!telofase!I!se!forman!dos!células!hijas!denominadas!espermatocitos!secundarios!(2n).!Estas!células!entran!rápidamente!en!la!segunda!división!meiótica,!en!la!cual!las!cromátidas!se!separan!y! dan! origen! a! las! espermátidas! redondas! tempranas,! que! son! haploides! (n).! Las!espermátidas,! mediante! el! proceso! de! espermiogénesis,! se! transforman! en!espermatozoides!maduros!altamente!especializados.!Luego,!el!espermatozoide!requiere!del!paso!por!el!epidídimo!para!su!completa!maduración:!modificación!de!la!cromatina,!las!redistribución!de!las!organelas!hacia!la!cola,!pérdida!del!remanente!citoplasmático!y!adquisición!de!movilidad!progresiva!(Figura!1.3.1)!(Palacios!2009).!!






*1.3.2.*Infertilidad*masculina*La!infertilidad!es!una!condición!patológica!que!afecta!a!1!de!cada!8!parejas!que!tratan!de!concebir,! en! países! occidentales! (Ferlin! et! al! 2006).! Según! la! OMS,! se! considera! una!pareja! infértil! aquella! que! no! puede! concebir! un! hijo! luego! de! un! año! de! relaciones!sexuales,!sin!utilizar!métodos!anticonceptivos.!Sin!embargo,!con!el!advenimiento!de!las!técnicas!de!reproducción!asistida,!se!ha!incorporado!el!concepto!de!subnfertilidad!para!aquellas!parejas!que!no!pueden!lograr!el!embarazo!de!manera!natural.!Debido!al!aporte!tanto! del! factor! femenino! como! masculino! a! está! patología,! se! considera! que!aproximadamente!en!la!mitad!de!los!casos!la!causa!puede!atribuirse!parcial!o!totalmente!al! factor! masculino.! De! éstos,! 2! de! cada! 3! casos! involucran! alteraciones! testiculares!primarias! que! afectan! la! espematogénesis,! de! las! cuales! la! mayoría! son! de! etiología!idiopática! y! se! caracterizan! únicamente! por! alteraciones! de! los! parámetros! seminales!(McLachlan!y!O'Bryan!2010).!
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El!factor!masculino!puede!deberse,!en!términos!generales,!a!alteraciones!cualitativas!o!cuantitativas!del!semen.!Entre!los!diagnósticos!más!frecuentes!en!pacientes!infértiles!se!encuentra! la! azoospermia! (ausencia! de! espermatozoides! en! el! eyaculado),!oligozoospermia! (recuento! espermático! <15x106! espermatozoides/mL),!teratozoospermia! (alteración! de! la! morfología! espermática)! o! astenozoospermia!(alteración!de!la!movilidad!espermática),!entre!otros!(Tabla!1.3.2;!OMS!2010).!!!
Tabla"1.3.2.!Nomenclatura!para!la!evaluación!de!la!calidad!del!semen!(OMS!2010)!
Nomenclatura* Definición*Astenozoospermia! Porcentaje!de!espermatozoides!con!movilidad!progresiva!menor!al!limite!inferior!de!referencia!
Astenoteratozoospermia! Porcentaje!de!espermatozoides!con!movilidad!progresiva!y!morfológicamente!normales!menor!a!los!limites!inferiores!de!referencia!Azoospermia! Ausencia!de!espermatozoides!en!el!eyaculado!Criptozoospermia! Ausencia!de!espermatozoides!en!la!muestra!en!fresco,!pero!presencia!en!el!pellet!del!centrifugado!!
Normozoospermia! Recuento!total!(o!concentración)!de!espermatozoides!con!movilidad!progresiva!y!morfología!normal!igual!o!mayor!al!limite!inferior!de!referencia!
Oligoastenozoospermia! Recuento!total!(o!concentración)!de!espermatozoides!con!movilidad!progresiva!menor!a!los!limites!inferiores!de!referencia!
Oligoastenoteratozoospermia! Recuento!total!(o!concentración)!de!espermatozoides!con!movilidad!progresiva!y!morfología!menor!a!los!limites!inferiores!de!referencia!Oligoteratozoospermia! Recuento!total!(o!concentración)!de!espermatozoides!con!morfología!normal!menor!a!los!limites!inferiores!de!referencia!Oligozoospermia! Recuento!total!(o!concentración)!menor!al!limite!inferior!de!referencia!Teratozoospermia! Porcentaje!de!espermatozoides!con!morfología!normal!menor!al!limite!inferior!de!referencia!
*!Los!valores!de!referencia!se!detallan!en!la!Tabla!2.1.1.4!!A! su! vez,! la! azoospermia! puede! clasificarse! en! obstructiva! (si! hay! presencia! de!espermatozoides! a! nivel! testicular,! pero! no! en! el! eyaculado)! o! secretora! (ausencia!completa! o! parcial! de! espermatogénesis! a! nivel! testicular).! Para! determinar! la!presencia/ausencia! de! espermatozoides! en! el! testículo,! se! requiere! realizar! un!procedimiento! invasivo! como! biopsia! testicular! o! extracción! espermática! de! testículo!(TESE).!A!partir!de! los!resultados!obtenidos,!es!posible!determinar!el! tratamiento!más!
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apropiado!para!la!pareja.!Desde!el!punto!de!vista!andrológico,!si!el!paciente!presenta!un!perfil! espermático! cualitativa! y! cuantitativamente! adecuado,! se! recomiendan!tratamientos!de!baja!complejidad,!como!relaciones!sexuales!programas!o!inseminación!intrauterina.! Sin! embargo,! en! casos! de! azoospermia! obstructiva! u! oligozoospermia!severa,! es! necesario! realizar! tratamientos! de! alta! complejidad,! como! fecundación! in!vitro!(FIV)!o!inyección!intracitoplasmática!de!espermatozoides!(ICSI).!En!el!caso!de!los!pacientes!con!azoospermia!secretora,!la!conducta!médica!será!completamente!diferente,!ya!que!el!paciente!no!cuenta!con!espermatozoides!propios!para!realizar!los!tratamientos!antes!mencionados,!requiriendo!donación!de!semen!heterólogo.!El!de!flujo!para!la!toma!de!decisiones!en!cuanto!a!los!tratamientos!de!reproducción!asistida!se!esquematiza!en!la!Figura!1.3.2.!Estos!procedimientos!tienen!un!fuerte!impacto!en!la!pareja,!desde!el!punto!de!vista!económico,!médico!y!psicológico.!!
"
Figura"1.3.2.!Diagrama!de!flujo!de!los!tratamientos!de!reproducción!asistida.!!!
*1.3.3.*Causas*de*infertilidad*masculina*Las! diferentes! causas! de! infertilidad! masculina! incluyen:! alteraciones! hormonales,!infecciones! seminales,! agentes! tóxicos! como!quimioterápicos,! radiaciones!o!pesticidas,!
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estrés!oxidativo,! lesiones!obstructivas!de! la!eyaculación!y!disfunciones! sexuales,! entre!otras.!Se!considera!que!en!aproximadamente!el!50%!de!los!casos!la!causa!es!idiopática!y!se! considera! que! el! paciente! presenta! esterilidad! sin! causa! aparente! (ESCA).! En! los!últimos! años! se! han! descripto! factores! genéticos! que! afectan! la! fertilidad,! como!aneuploidías! (síndrome! de! Kleineffelter! 47XXY,! síndrome! de! Noonan! 46XY,! síndrome!XYY,! disgenesia! gonadal! mixta! 45X/46XY! o! varones! XX),! mutaciones! puntuales! (v.g.!mutaciones! en! el! gen! CFTR! de! la! fibrosis! quística! causan! agenesia! de! los! conductos!deferentes)! y! microdeleciones! del! cromosoma! Y! (Palacios! 2009).! La! importancia! del!diagnóstico!de! las!causas!genéticas!de! la! infertilidad!reside!en!determinar! la!conducta!médica! más! apropiada,! y! en! asesorar! al! paciente! sobre! la! transmisión! de! dichas!alteraciones!a!la!progenie!en!caso!de!realizarse!técnicas!de!reproducción!asistida!como!FIV!o!ICSI.!La!Figura!1.3.3!esquematiza!el!diagrama!de!flujo!a!seguir!para!el!diagnóstico!de!pacientes!infértiles.!Brevemente,!el!resultado!del!recuento!espermático!determina!en!primer! lugar! la! necesidad! o! no! de! solicitar! el! cariotipo! del! paciente,! y! en! caso! de! ser!normal,! el! análisis! de!microdeleciones!del! cromosoma!Y.!A!partir! de! este!último,! y!de!acuerdo!al!resultado!obtenido!(deleciones!AZFa,!AZFb,!AZFc!o!ausencia!de!deleciones),!el!médico!determinará!el!pronóstico!de!los!procedimientos!de!biopsia!o!TESE,!y!podrá!aconsejar!a!la!pareja!sobre!la!transmisión!de!la!deleción!a!la!progenie.!






1.3.4.*Microdeleciones*clásicas*del*cromosoma*Y*Las!microdeleciones!en!la!región!AZF!del!cromosoma!Y!se!han!asociado!con!infertilidad!masculina,! siendo! la! segunda! causa! genética! más! frecuente! después! del! síndrome! de!Klinefelter.! Hasta! el!momento,! se! han! descripto! al!menos! 5! deleciones! que! presentan!relevancia! clínica! (Figura! 1.3.4a).! Las! deleciones! clásicas! o! completas! de! las! regiones!AZFa,!AZFb!y!AZFc!se!definen!mediante! la!ausencia!de!sitios!marcadores!de!secuencia!(STSs),! que! son! marcadores! moleculares! “anónimos”! o! localizados! en! regiones! no!codificantes.!Estos!marcadores!permiten!caracterizar! la!extensión!de!una!determinada!deleción,!pero!no!permiten!asociarla!con! la!ausencia!de!un!determinado!gen,!debido!a!que!por!lo!general!se!localizan!fuera!de!los!mismos.!!!




Figura"1.3.4a.!Microdeleciones!con!relevancia!clínica!(Krausz!et!al!2014)!!Las! deleciones! clásicas! de! la! región! AZF! se! asocian! con! diferentes! escenarios! de! la!espermatogénesis,!permitiendo!predecir!la!recuperación!de!espermatozoides!mediante!biopsia!o!TESE!(Krausz!et!al!2014).!De!esta!manera,!la!ausencia!de!la!región!AZFa!por!lo!general! conduce! al! síndrome! de! sólo! células! de! Sertoli! (SCOS)! (Vogt! et!al! 1996).! Este!síndrome! se! caracteriza! por! la! ausencia! completa! de! la! línea! germinal! en! los! túbulos!seminíferos,! quedando! únicamente! las! células! de! Sertoli! (Figura! 1.3.4b).! La!secuenciación!de!la!región!deletada!permitió!su!caracterización!detallada,!determinando!que!contiene!dos!genes!funcionales:!USP9Y!y!DDX3Y.!La!deleción!completa!de!la!región!AZFa!elimina!792!Kb!y!su!prevalencia!en!pacientes!con!falla!espermatogénica!es!baja,!no!superando!el!4%!(Sun!et!al!2000).!La!ausencia!completa!de!esta!región!determina!una!probabilidad! prácticamente! nula! de! recuperar! espermatozoides! de! testículo! para!realizar!el!procedimiento!de!ICSI!(Krausz!et!al!2014).!La!deleción!de! la! región!AZFb! (también! llamada!P5/P1!proximal,!por! los!palíndromos!que!abarca)!también!es!poco!frecuente,!presentándose!en!el!1n5%!de! los!hombres!con!falla! espermatogénica.! La! deleción! completa! de! esta! región! elimina! 6,2! Mb! como!resultado! de! la! recombinación! homóloga! entre! los! palíndromos! P5! y! P1! proximal,!incluyendo! 32! copias! de! genes! y! unidades! de! transcripción! (Repping! et! al! 2002).! La!deleción! conjunta! de! las! regiones! AZFb! y! AZFc! se! denomina! deleción! AZFbc,! y! se!
(Appendix C), which should be used to describe deletions fol-
lowing the HGVS nomenclature as part of a standard practice.
The description of the AZFc (b2/b4) deletion is given in ‘report
examples’.
The AZFa region is about 1100 kb long and contains the sin-
gle-copy genes USP9Y (former DFFRY) and DDX3Y (former
DBY). Recent data obtained simultaneously by different groups
identify the origin of complete AZFa deletions in the homolo-
gous recombination between identical sequence blocks within
the retroviral sequences in the same orientation HERVyq1 and
HERVyq2 (Blanco et al., 2000; Kamp et al., 2000; Sun et al.,
2000). Within these retroviruses, recombination can occur in
either one of two identical sequence blocks (ID1 and ID2), giving
rise to two major pattern of deleti ns slightly different in their
precise breakpoints (Kamp et al., 2000; Sun et al., 2000; Kamp
et al., 2001). In any case, the complete deletion of the AZFa
region removes abo t 792 kb including both USP9Y and DDX3Y
genes, the only two genes in the AZFa region.
The type and mechanism of deletions of the AZFb and AZFc
region have been clarified by Kuro a-Kawaguchi et al. (2001).
Both regions together comprise 24 genes, most of which are
present in multiple copies for a total of 46 copies. The complete
deletion of AZFb removes 6.2 Mb (including 32 copies of genes
and transcription units) and results from homologous recombi-
nation between the palindromes P5/proximal P1 (Repping et al.,
2002). The AZFc region includes 12 genes and transcription
units, each present in a variable number of copies making a total
of 32 copies (Repping et al., 2003). The classical complete dele-
tion of AZFc, the most frequent pattern among men with dele-
tions of the Y chromosome, removes 3.5 Mb, originates from the
homologous recombination between amplicons b2 and b4 in
palindromes P3 and P1, respectively, and removes 21 copies of
genes and transcription units (Kuroda-Kawaguchi et al., 2001).
Deletions of both AZFb and AZFc together occur by two major
mechanisms involving homologous recombination between P5/
distal P1 (7.7 Mb and 42 copies removed) or between P4/distal
P1 (7.0 Mb, 38 copies removed) (Repping et al., 2002).
Therefore, according to the present knowledge, the following
recurrent microdeletions of the Y chromosome are clinically rel-
evant and are found in men with severe oligo- or azoospermia
(Fig. 2):
• AZFa,
• AZFb (P5/proximal P1),
• AZFbc (P5/distal P1 or P4/distal P1),
• AZFc (b2/b4).
The most frequent deletion type is the AZFc region deletion
(~80%) followed by AZFa (0.5–4%), AZFb (1–5%) and AZFbc
(1–3%) deletion. Deletions which are detected as AZFabc are
most likely related to abnormal karyotype such as 46,XX male or
iso(Y) (Lange et al., 2009).
Gr/gr deletion
The AZFc region is particularly susceptible to NAHR events
which may cause the formation of both partial deletions and
duplications leading to gene dosage variations (Kuroda-Kawagu-
chi et al., 2001; Yen, 2001; Krausz et al., 2011). Although a num-
ber of different partial AZFc deletions have been described, only
one of them is of potential clinical interest. This is the ‘gr/gr’
deletion, named after the fluorescent probes (‘green’ and ‘red’)
used when first described (Repping et al., 2003). Although it
removes half of the AZFc gene content (genes with exclusive or
predominant expression in the germ cells), its clinical signifi-
cance is still a matter of debate, because carriers may exhibit
highly variable spermatogenic phenotypes ranging from azoo- to
normozoospermia. Clearly the effect of the deletion is largely
dependent on the ethnic and geographic origin of the study pop-
ulation. In fact, the frequency and phenotypic effect may vary
among different ethnic groups, on the basis of the Y chromo-
some background; for example, in specific Y haplogroups, such
as D2b, Q3 and Q1, common in Japan and certain areas of China,
the deletion is fixed and apparently does not have negative
effects on spermatogenesis (Sin et al., 2010; Yang et al., 2010).
Controversies are also related to selection biases (lack of ethnic/
geographic matching of cases and controls; inappropriate
Figure 2 Schematic representation of the Y chromosome and the current microdeletion model (Repping et al., 2002). Repetitive sequences (colour coded
palindromes) explain the origin of deletions in the AZFbc region by homologous recombination between identical sequences. The location of the STS prim-
ers suggested by the present guidelines is indicated by dashed lines. As four copies of the DAZ gene are normally present on the Y chromosome, the STS
primers sY254, sY255 amplify four loci in AZFc. The AZFc (b2/b4) deletion is by far the most frequent type (~80%) of Y-chromosomal microdeletions found
in men with severe oligo/azoospermia.
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diferencia!según!su!tamaño!y!región!deletada!en:!P5/P1!distal!de!7,7!Mb!y!P4/P1!distal!de! 7! Mb.! La! deleción! AZFbc! presenta! una! prevalencia! de! 1n3%! en! pacientes!azoospérmicos!(Krausz!et!al!2014).!La!deleción!completa!de!las!regiones!AZFb!o!AZFbc!conduce! a! azoospermia! como! consecuencia! de! SCOS! o! arresto! espermatogénico.! Esta!última! situación! se! caracteriza! por! la! presencia! de! células! inmaduras! de! la! línea!germinal!en!los!túbulos!seminíferos,!en!estadíos!de!espermatogonias,!espermatocitos!o!espermátides! (Figura! 1.3.4b).! Cabe! destacar! que! ninguno! de! los! tipos! celulares!mencionados!resultan!aptos!para!procedimientos!de!fertilización!asistida.!El!diagnóstico!de!deleción!completa!de! las! regiones!AZFb!o!AZFbc! implica!que!en!estos!pacientes!no!será!posible!recuperar!espermatozoides!mediante!biopsia!o!TESE!(Hopps!et!al!2003).!Si!bien! la! bibliografía! internacional! sugiere! la! asociación! de! la! deleción! AZFb! con! los!escenarios! espermatogénicos! mencionados,! se! han! reportado! casos! aislados! de!criptozoospermia! u! oligozoospermia! en! presencia! de! deleción! completa! de! la! región!AZFb!(Longepied!et!al!2010,!Soares!et!al!2012).!En!su!conjunto,!ante!el!diagnóstico!de!deleciones! completas! de! las! regiones! AZFa,! AZFb! o! AZFbc,! y! por! lo! tanto! de!imposibilidad! de! recuperar! espermatozoides,! el! procedimiento! de! biopsia! testicular! o!TESE!no!se!realizaría!en!estos!pacientes.! !
!
Figura"1.3.4b.!Características!histológicas!del!arresto!espermatogénico!(izquierda)!y!del!síndrome!
de!solotcélulas!Sertoli!(derecha)!(Blagosklonova!et!al!2000).!!Por!el!contrario,! la!región!AZFc!es! la!más! frecuentemente!deletada!entre! los!pacientes!con! azoospermia,! alcanzando! un! 80%! de! prevalencia.! A! pesar! de! ser! la! región! más!
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estudiada,!es!la!que!presenta!mayor!nivel!de!incertidumbre!acerca!de!las!consecuencias!fenotípicas! de! sus! deleciones.! Su! deleción! completa! abarca! 3,5! Mb,! eliminando! 12!familias! de! genes/unidades! de! transcripción,! y! surge! de! la! recombinación! homóloga!entre! los! amplicones! b2! y! b4.! La! deleción! completa! de! la! región!AZFc! o! b2/b49!se! ha!asociado! a! un! amplio! espectro! de! fenotipos! que! van! desde! hipoespermatogénesis! a!detención! completa! de! la!misma.! A! partir! de! los! resultados! obtenidos! por! numerosos!grupos! a! nivel!mundial,! aún! no! fue! posible! determinar! los! genes! localizados! en! dicha!región!que!están!involucrados!en!la!espermatogénesis!ni!establecer!la!implicancia!de!los!mismos!en!la!infertilidad!masculina.!Como! se! mencionó! previamente,! las! microdeleciones! de! las! regiones! AZFa,! AZFb! o!AZFbc! determinan! un! mal! pronóstico! para! la! recuperación! de! espermatozoides! por!TESE!o!biopsia! testicular.!Por!esto,!permiten!adoptar!una!conducta!médica!apropiada,!evitando! un! procedimiento! invasivo! innecesario! en! pacientes! con! azoospermia!secretora.! Por! el! contrario,! en! aproximadamente! el! 50%!de! los! hombres! con!deleción!completa!de!la!región!AZFc!es!posible!recuperar!espermatozoides!mediante!TESE!para!el!procedimiento!de!ICSI.!Es!por!esto!que,!hasta!el!momento,!el!diagnóstico!de!deleción!completa!de!la!región!AZFc!no!permite!tomar!una!decisión!médica!precisa,!a!diferencia!de!las!otras!deleciones!descriptas!(Ferlin!et!al!2006,!Krausz!et!al!2014).!!!
1.3.5.*Microdeleciones*parciales*de*la*región*AZFc*En!la!región!AZFc,!además!de!la!deleción!b2/b4!que!elimina!completamente!esta!región,!también! se! han! descripto! deleciones! parciales! tanto! entre! hombres! infértiles! como!fértiles.! Los! tipos! de! deleción! más! frecuentemente! encontrados! en! las! poblaciones!estudiadas!son!gr/gr,!b1/b3!y!b2/b3.!Las!mismas!se!analizan!mediante!marcadores!STSs!localizados! en! las! regiones! AZFb! y! AZFc! (Figura! 1.3.5.1).! La! nomenclatura! de! dichas!deleciones! se! debe! a! los! amplicones! intervinientes! en! la! recombinación! y! posterior!eliminación! del! segmento! intermedio! entre! ambos.! Por! ejemplo,! la! deleción! b2/b3! se!refiere!a! la! recombinación!homóloga!entre! los!amplicones!b2!y!b3!con! la! consecuente!eliminación!de!los!amplicones!intermedios.!!
                                                
9 La!nomenclatura!b2/b4!surge!de!los!amplicones!incluidos!en!la!deleción,!que!se!explicará!más!adelante!en!detalle  
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Dado! que! determinadas! deleciones! no! pueden! ser! explicadas! mediante! un! único!mecanismo! de! recombinaciónndeleción,! es! necesario! plantear! un! paso! previo! de!inversión,! como! se! enunciará! más! adelante.! Todas! las! deleciones! anteriormente!mencionadas!determinan!la!eliminación!de!una!o!más!copias!de!genes!candidatos!de!la!espermatogénesis! localizados! en! la! región!AZFc,! cuyas! funciones! individuales! son! aún!poco!claras!(Figura!1.3.5.1).!
Figura"1.3.5.1.!Esquema!de!los!marcadores!utilizados!para!el!diagnóstico!de!deleciones!parciales!
en!la!región!AZFc!y!los!genes!incluidos!en!las!mismas.!!La! primer! deleción! parcial! descubierta,! la! deleción! gr/gr! (ausencia! del! marcador!sY1291),!ha!sido!descripta!como!una!deleción!de!1,6!Mb!entre!los!palíndromos!P1!y!P2!(Figura!1.3.4a)!(Repping!et!al!2003).!Ésta!determina!la!eliminación!de!dos!copias!del!gen!
DAZ,! una! copia! de! los! genes! CDY1,! BPY2,! GOLGA2LY! y! CSGP4LY,! y! se! considera! que!predispone! a! falla! espermatogénica! en! algunas! poblaciones! (Krausz! et! al! 2014).! Sin!embargo,!numerosos!trabajos!de!investigación!han!estudiado!dicha!asociación!potencial!presentando! resultados! contradictorios.! Dependiendo! de! la! composición! étnica! de! la!población!analizada,! y!de! los! criterios!de! inclusión!y! exclusión!de! los!pacientes! en! los!trabajos,! se! encontró! una! fuerte! asociación! de! la! deleción! gr/gr! con! falla!espermatogénica! en! algunas! poblaciones! (como! por! ejemplo! italiana,! española! y!portuguesa),! mientras! que! en! otras! se! evidenció! que! su! prevalencia! era! similar! en!hombres!fértiles!e!infértiles!(como!en!la!población!brasilera!y!chilena)!(NavarronCosta!et!
al!2010).!Un!caso!particular!se!evidenció!en!el!grupo!étnico!Han,!en!China,!donde!se!vio!que!la!deleción!gr/gr!era!un!polimorfismo!característico!de!los!hombres!que!pertenecen!al! Hg! Q1,! descartando! su! asociación! con! falla! espermatogénica! (NavarronCosta! et! al!2010,!Yang!et!al!2010).!Repping!et!al!(2003)!postularon!que!la!deleción!gr/gr!se!genera!mediante! el! mecanismo! de! NAHR! entre! los! amplicones! verde! y! rojo,! según! se!esquematiza! en! la! Figura! 1.3.5.2.! Si! bien! se! han! descripto! diferentes! subntipos! de!
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deleciones! gr/gr,! que! incluyen! diferentes! copias! del! gen!DAZ,! aún! no! ha! sido! posible!identificar!la!implicancia!clínica!de!cada!una!de!ellas!(Ye!et!al!2013).!!!
!
!
Figura"1.3.5.2.!Mecanismo!de!generación!de!la!deleción!gr/gr!(Repping!et!al!2003)!!La! deleción! b1/b3! (ausencia! de! los! marcadores! sY1197,! sY1191! y! sY1291)! es! una!deleción!de!1,6!Mb!(Repping!et!al!2003).!Incluye!la!pérdida!de!dos!copias!de!los!genes!
DAZ,!de!la!totalidad!de!las!copias!del!gen!PRY,!y!una!copia!del!gen!BPY2,!y!se!encuentra!asociada! con! un! aumento! del! riesgo! de! falla! espermatogénica! (Rozen! et! al! 2012).!Repping!et!al!(2003)!postularon!que,!al!igual!que!la!deleción!gr/gr,!la!deleción!b1/b3!se!genera!mediante!el!mecanismo!de!NAHR!entre!los!amplicones!azules!b1!y!b3,!según!se!esquematiza!en!la!Figura!1.3.5.3.!!
!
Figura"1.3.5.3.!Mecanismo!de!generación!de!la!deleción!b1/b3!(Repping!et!al!2003)!
L E T T ER S
the distribution of Y-chromosome haplotypes was similar in both
groups (Supplementary Table 3 online). This study identified a sig-
nificant association between the gr/gr deletion and spermatogenic
failure (P < 0.014; Table 2). As in our preliminary study, the preva-
lence of the gr/gr deletion was elevated consistently among men with
spermatogenic failure (Supplementary Table 4 online). This was true
regardless of Y haplotype (as in our preliminary study), suggesting
that the observed association is not due to stratification
(Supplementary Note online). We conclude that the gr/gr deletion is
a risk factor for spermatogenic failure.
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Figure 1  The gr/gr deletion. (a) The AZFc region
of the Y chromosome1. The central bar depicts
the organization of amplicons, including those
labeled b1 through b4 (blue), g1 through g3
(green) and r1 through r4 (red). The green arch
highlights the regions demarcating the gr/gr
deletion (an abbreviation of Yen’s designation
g1/g2,r1/r3,r2/r4; ref. 2). Positions of STSs
used to detect this deletion are indicated
immediately below the central bar. Shown
further below are hybridization sites for the
following FISH probes: BAC RP11-336F2
(green, ref. 28), cosmid 18E8 (red, ref. 27) 
and BAC RP11-79J10 (yellow, ref. 28). At top
is shown the extent of the recurrent, 3.5-Mb
AZFc (b2/b4) deletion1. (b) FISH of interphase
nuclei from a man (GM10470) in whom there 
is no gr/gr deletion. Hybridizations with red and
green probes (left panel) and red and yellow
probes (right panel) produced the expected
patterns (green-red-green-red-green and red-
yellow-red-yellow, respectively). (c) Simplest
model of homologous recombination generating
the gr/gr deletion. The green shaded box
highlights the recombination targets.
Recombination could be between sister
chromatids or within a chromatid. Theoretically,
more complex mutational pathways, each
consisting of a series of homologous
recombination events, could also generate the
gr/gr deletion. The term ‘gr/gr deletion’ refers to
the resulting organization of AZFc amplicons, not to ny specific mutational pathway. (d) FISH of interphase nuclei from a gr/gr-deleted man
(GM04535). Hybridizations produced the expected patterns (green-red-green and red-yellow).
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Figure 2 The b1/b3 deletion. (a) The AZFc region
of the Y chromosome, as in Figure 1a. The blue
arch highlights the b1 and b3 amplicons, which
demarcate the deleted region. Positions of 
STSs used to detect this deletion are indicated
immediately below the central bar. Shown further
below are hybridization sites for FISH probes, 
as in Figure 1a. (b) Model of homologous
recombination generating the b1/b3 deletion.
The blue shaded box highlights the
recombination targets. Recombination could 
be between sister chromatids or within a
chromatid. (c) FISH of interphase nuclei from a
man (WHT3453) with STSs results suggesting 
a b1/b3 deletion: he lacked sY1161, sY1197,
sY1191 and sY1291 but possessed sY142,
sY1258, sY1206 and sY1201. Hybridizations
produced the patterns expected for a b1/b3-
deleted chromosome (green-red-green and
yellow-red-yellow). (In the case of a gr/gr
deletion, the red and yellow probes would
instead have produced the pattern red-yellow, 
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a risk factor for spermatogenic failure.
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the distribution of Y-chromosome haplotypes was similar in both
groups (Supplementary Table 3 online). This study identified a sig-
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failure (P < 0.014; Table 2). As in our preliminary study, the preva-
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previously described interstitial Y-chromosomal deletions
involving AZFc [3,9,10]. Inspection of the reference se-
quence of AZFc shows that a single homologous recom-
bination event between amplicons cannot produce a
chromosome lacking only sY1191 (Fig. 1A). However,
two mutational pathways, each consisting of an inversion
followed by a deletion, could generate this STS pattern
(Fig. 1). One pathway consists of an inversion involving
Fig. 1..
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1.3.6.*Recomendaciones*internacionales*para*el*estudio*de*microdeleciones*La! Academia! Europea! de! Andrología! (EAA)! junto! con! la! Red! de! Calidad! en! Genética!Molecular! (EMQN),! establecieron! en! el! año! 2004! los! lineamientos! para! la! evaluación!genética! de! pacientes! infértiles! mediante! análisis! de! microdeleciones! en! las! regiones!AZFa,!AZFb!y!AZFc.!Dichos!lineamientos!sugieren!el!análisis!de!dos!marcadores!STSs!por!cada!región!estableciendo!así!una!batería!mínima!conformada!por!los!marcadores!sY84,!sY86,!sY127,!sY134,!sY254!y!sY255,!además!de!los!controles!internos!SRY!y!ZRY!(Figura!1.3.4a)!(Simoni!et!al!2004).!La!actualización!de!dichos! lineamientos,!sugiere!el!análisis!de!pacientes!azoospérmicos!u!oligozoospérmicos!severos!únicamente,!cuyos!recuentos!sean! menores! a! 1x106! espermatozoides/mL! (Krausz! et! al! 2014).! Con! respecto! a! los!requerimientos! mínimos! de! marcadores! para! el! análisis,! se! sugiere! la! adición! del!marcador! sY1291! para! la! detección! de! la! deleción! parcial! gr/gr,! a! la! batería! de!marcadores!básicos!ya!empleados.!Se!seleccionó!únicamente!esta!deleción!parcial,!y!no!las!deleciones!b1/b3!y!b2/b3,!debido!a!que!demostró!ser!la!única!que!aumenta!el!riesgo!de!falla!espermatogénica.!Sin!embargo,!se!hizo!hincapié!en!la!necesidad!de!determinar!el!Hg! al! cual! pertenece! el! paciente! ya! que! la! deleción! gr/gr! se! encontraría! fijada! como!deleción! constitutiva! entre! la! población! fértil! en! ciertos! Hgs! (v.g.! Hgs! D2b,! Q3! y! Q1)!(Krausz!et!al!2014).!!!
1.3.7.*Metaaanálisis*de*otras*poblaciones*A! partir! de! las! sugerencias! establecidas! por! la! EAA/EMQN,! numerosos! estudios! se!llevaron!a!cabo!en!diferentes!poblaciones!con!el!objetivo!de!establecer!la!relación!entre!las!microdeleciones!en! la!región!AZF!y! la! falla!espermatogénica,! teniendo!en!cuenta! la!composición! étnica! de! la! población! en! estudio.! A! partir! del! año! 2004,! con! la!caracterización! tanto! de! las! microdeleciones! clásicas! como! parciales,! las! mismas! se!analizaron! hombres! fértiles! y! pacientes! infértiles! con! el! objetivo! de! determinar! su!carácter!patogénico!o!polimórfico!(Simoni!et!al!2004,!Repping!et!al!2004).!Por!ejemplo,!en! India,! los! resultados! obtenidos! en! pacientes! infértiles! indican! que! empleando!únicamente!los!marcadores!recomendados!por!la!EAA/EMQN,!solo!es!posible!detectar!el!30%!de!los!pacientes!con!deleciones!reales!en!la!región!AZF.!Por!lo!tanto,!se!sugiere!el!empleo! de! marcadores! étniconespecíficos! para! el! estudio! de! poblaciones! cuya!composición!difiera!de!la!población!de!referencia!europea!(Sachdeva!et!al!2011).!!
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Por!otro!lado,!no!solo!el!efecto!sino!también!la!prevalencia!de!las!deleciones!depende!de!la! población! estudiada.! Dado! que! el! cromosoma! Y! se! transmite! como! haplotipo! de!generación! en! generación,! también! podría! presentar! una! predisposición! intrínseca! a!sufrir! microdeleciones! heredables.! Además,! los! hombres! azoospérmicos! tienen! una!mayor! incidencia! de! microdeleciones! que! los! hombres! oligozoospérmicos,! y! en!consecuencia!la!frecuencia!de!deleciones!puede!variar!de!2,5!a!10%!dependiendo!de!los!diferentes! criterios! de! inclusión! y! exclusión! de! los! trabajos! y! de! la! composición! de! la!población!estudiada!(Figura!1.3.6.1)!(Simoni!et!al!2008).!
!
Figura" 1.3.7.1.! Distribución! mundial! de! frecuencias! de! microdeleciones! clásicas! (Simoni! et! al!
2008)!!Durante! esta! última! década,! se! llevaron! a! cabo! numerosos! estudios! tendientes! a!determinar! la! asociación! entre! las! microdeleciones! parciales! de! la! región! AZFc! y!infertilidad! masculina.! A! partir! de! los! resultados! obtenidos,! se! puede! concluir! que,!dependiendo! de! la! composición! étnica! de! la! población! analizada,! dichas! deleciones!pueden!o!no!predisponer!a!una!alteración!de!la!espermatogénesis!(NavarronCosta!et!al!2010).! La! Tabla! 1.3.6! enumera,! a!modo! de!metananálisis,! los! estudios! llevados! a! cabo!sobre!microdeleciones!parciales!de!la!región!AZFc!en!diversas!poblaciones.!!! !
that inaccurate or wrong diagnoses occur as well, suggesting the
necessity of both standardization and quality control (Simoni,
2001). Therefore, the European Academy of Andrology (EAA)
and the European Molecular Genetics Quality Network (EMQN)
jointly supported the publication of two ‘Laboratory guidelines
for molecular diagnosis of Y-chromosomal microdeletions’
(Simoni et al., 1999, 2004) and started offeri g external quality
assessment (EQA).
During the last 9 years, novel data concerning gene-specific
deletions, partial AZFc deletions/duplications and genotype–
phenotype correlations have been accumulated. All these issues
together with some methodological aspects which urged to be
clarified, and an update on the EAA/EMQN AZF quality control
scheme’s activity is summarized in this study.
STRUCTURE OF THE MALE-SPECIFIC REGION OF THE Y
CHROMOSOME (MSY)
The complete physical map and sequence of MSY have been
available since 2003 (Skaletsky et al., 2003). This information
was obtained by sequencing and mapping 220 BAC clones
containing portions of the MSY from one man. The use of only
one individual was necessary because, owing to the presence of
repetitive sequences with only minute differences characterizing
the individual copies of each sequence (sequence family vari-
ants, SFV), interindividual allelic variation or polymorphisms
would have prevented the accurate mapping of SFV necessary to
allocate the BAC clones. Three classes of sequences were found
in MSY: X-transposed (with 99% identity to the X chromosome),
X-degenerate (single-copy genes or pseudogene homologues of
X-linked genes) and ampliconic. Ampliconic sequences are char-
acterized by sequence pairs showing nearly complete (>99.9%)
identity, organized in massive palindromes. According to current
knowledge, the reference MSY contains 156 transcription units
including 78 protein-coding genes encoding 27 proteins. Ampli-
conic sequences comprise 60 coding genes and 74 non-coding
transcription units mostly grouped in families and expressed
mainly or only in the testis. Ampliconic sequences recombine
through gene conversion, that is, non-reciprocal transfer of
sequence information occurring between duplicated sequences
within the chromosome, a process which maintains the >99.9%
identity between repeated sequences organized in pairs in
inverted orientation within palindromes.
Besides maintaining the gene content, this peculiar sequence
organization provides the structural basis for deletions and rear-
rangements. It is widely accepted that complete AZF deletions
arise invariably through Non-Allelic Homologous Recombina-
tion (NAHR) which takes place between highly homologous
repeated sequences with the same orientation leading to loss of
the genetic material between them. Considering the architecture
of the MSY, several different deletions are hypothetically possi-
ble (Kuroda-Kawaguchi et al., 2001; Yen, 2001; Repping et al.,
2003) a d those which are cl nically relevant for male infertility,
based on current knowledge, are briefly described below.
MECHANISM AND TYPE OF DELETIONS
Three discrete AZFa, AZFb and AZFc regions were originally
characterized by careful mapping of the MSY of a large number
of men with microdeletions when the sequence of the Y chromo-
some was not completely known (Vogt et al., 1996). Subse-
quently, thanks to the fine molecular characterization of the
deletions, a new model of deletions, in which the AZFb and AZFc
regions are overlapping, have been proposed (Fig. 2). In addi-
tion, the AZFb and AZFbc deletions have been suggested to be
the consequence of at least three different deletions patterns
(Repping et al., 2002) (Fig. 2). While the new nomenclature is
more appropriate in biological terms, from the practical, clinical
point of view either nomenclature can be adopted for the com-
plete AZFb (P5/proximal P1) and AZFc (b2/b4) deletions. On the
other hand, the distinction between the two AZFbc subtypes
(P5/distal P1 and P4/distal P1) does have clinical relevance (see
below). We additionally provide information on the genomic
localization of the sY-loci used for the AZF analyses
Figure 1 Worldwide frequencies of AZF deletions in infertile men (reprinted from Simoni et al., 2008 with publisher’s permission). Percentages are coded
in colours according to th legend. Note: Sweden, Germany and Austria show the lowest incidence. However, the composition of the study populations dif-
fered in terms of the proportion of azoospermic vs. oligozoospermic patients which may also contribute to the observed differences.
6 Andrology, 2014, 2, 5–19 © 2013 American Society of Andrology and European Academy of Andrology
C. Krausz et al. ANDROLOGY
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Tabla" 1.3.7.! Estudios! de! asociación! entre! deleciones! en! la! región! AZFc! e! infertilidad!masculina!
















gr/gr! Francesa! (Machev!et!al!2004)!gr/gr,!b1/b3,!b2/b3! Alemana! (Hucklenbroich!et!al!2005)!gr/gr! Mestiza! (Ravel!et!al!2006)!gr/gr! Sri!Lanka! (Fernando!et!al!2006)!gr/gr! China! (Zhang!et!al!2006)!gr/gr! Brasilera! (Carvalho!et!al!2006)!gr/gr! Japonesa! (De!Carvalho!et!al!2006)!gr/gr! China! (Zhang!et!al!2007)!gr/gr! China! (Wu!et!al!2007)!gr/gr! China! (Lin!et!al!2007)!gr/gr! Chilena! (Lardone!et!al!2007)!gr/gr! Marroquí! (Imken!et!al!2007)!gr/gr! Mestiza! (Stouffs!et!al!2008)!gr/gr! Mestiza! (Ravel!et!al!2009)!gr/gr! Europea! (Krausz!et!al!2009)!gr/gr! Malasia! (Almeamar!et!al!2013)!gr/gr! India! (Shahid!et!al!2011)!gr/gr,!b1/b3,!b2/b3! Chilena! (Lardone!et!al!2013)!gr/gr! Palestina! (Shaqalaih!et!al!2009)!gr/gr! Marroquí! (Eloualid!et!al!2012)!gr/gr,!b2/b3! China! (Lu!et!al!2009)!b2/b3! Italiana! (Giachini!et!al!2008)!b2/b3! Europea! (Fernandes!et!al!2004)!b2/b3! China! (Wu!et!al!2007)!!! !
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Como!puede!observarse!a!partir!de! los!estudios!previos,!dependiendo!de! la!población!estudiada,! las! deleciones! parciales! se! han! asociado! o! no! a! falla! espermatogénica.! Los!resultados! obtenidos! dependen! tanto! de! la! composición! étnica! de! la! población!estudiada,! como! de! los! criterios! de! selección! de! pacientes! y! controles,! y! de! la!complementación! del! estudio! con! la! determinación! de! Hg.! Sin! embargo,! hasta! el!momento!no!ha! sido!posible! establecer!de!manera! inequívoca! la! correlación! entre! las!microdeleciones!parciales!de!la!región!AZFc!y!la!infertilidad!masculina.!!Además!de!los!estudios!de!asociación!entre!deleciones!parciales!e!infertilidad!masculina,!se!observó!que!la!arquitectura!del!cromosoma!Y!varía!entre!haplogrupos!en!términos!de!deleciones! constitutivas! y! de! longitud! de! la! región! heterocromática.! En! particular,! se!estudiaron!las!47!ramas!principales!de!la!genealogía!del!cromosoma!Y,!y!se!observó!que!no! solo! la! heterocromatina! distal! (Yq12)! varía! en! su! longitud! entre! Hgs,! sino! que!también!se!observaron!patrones!de!deleción!característicos!en!determinados!Hgs! (v.g.!Hg!Q3!y!N!presentan!la!arquitectura!c35,!determinada!por!la!deleción!b2/b3!en!la!región!AZFc).! Las! variaciones! detectadas! no! se! encontraban! asociadas! con! aparentes!consecuencias!fenotípicas!(Figura!1.3.7.2)!(Repping!et!al!2006).!!La! variabilidad! que! demostraron! los! estudios! de! la! región! AZF! del! cromosoma! Y! en!diferentes!poblaciones!y!haplogrupos,!generan!la!necesidad!de!analizar!la!frecuencia!de!las! microdeleciones! (tanto! completas! como! parciales)! y! su! asociación! con! falla!espermatogénica!en!cada!población,!en!el!contexto!de!su!composición!étnica!y!del!Hg!al!cual! pertenece! el! paciente.! Dado! que! la! composición! étnica! de! cada! población! es!diferente,! es! necesario! el! estudio! tanto! de! hombres! fértiles! como! infértiles! de! dicha!población,!para!poder!diferenciar!entre!microdeleciones!constitutivas!que!se!presenten!como!polimorfismos!en!la!población!de!aquellas!deleciones!que!afecten!la!fertilidad!y!la!espermatogénesis.!!






1.3.8.*AZF*en*Argentina*y*la*medicina*traslacional*En! nuestro! país,! el! análisis! de!microdeleciones! clásicas! en! la! región!AZF! es! solicitado!prácticamente!de! rutina!por!médicos! andrólogos,! y! evaluada!de! la!misma!manera!por!centros! de! análisis! genéticonmolecular! tanto! públicos! como! privados.! Sin! embargo,!
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dichos!análisis!se!llevan!a!cabo!siguiendo!estrictamente!las!recomendaciones!de!la!EAA,!derivadas! de! estudios! realizados! en! población! europea.! Como! se! mencionó!anteriormente,! la!variación!en! la!composición!étnica!de! la!población!no!solo!repercute!en! la! frecuencia!y! tipo!de!deleciones!detectadas,! sino! también!en! la! correlación!de! las!misma! con! el! fenotipo! del! paciente.! Si! bien! nuestra! población! es! mayoritariamente!europea,! desde! el! punto! de! vista! de! los! linajes!masculinos,! presenta! el! aporte! del! Hg!nativo! americano! Q1a2a1a1! que! la! diferencia! de! las! poblaciones! estudiadas! hasta! la!actualidad.!Por!lo!tanto,!resulta!necesario!el!estudio!en!la!población!argentina!tanto!de!hombres! fértiles!como!infértiles.!Esta!situación!determina! la!necesidad!de!caracterizar!las! deleciones! presentes! de! manera! polimórfica! en! nuestra! población! y! también!determinar!la!correlación!con!falla!espermatogénica!en!pacientes!infértiles.!En!el!marco!de! la! medicina! traslacional,! dicha! investigación! permitirá! aplicar! los! hallazgos! de!laboratorio! al! diagnóstico! y! asesoramiento! del! paciente,! en! cuanto! a! su! capacidad!reproductiva!y!la!posible!transmisión!de!su!patología!a!la!descendencia.!! !


























" La! prevalencia! de! microdeleciones! en! la! población! argentina! depende! de! su!composición!étnica!y!es!diferente!de!lo!descripto!para!otras!poblaciones!
" El! efecto! de! las! deleciones! sobre! la! calidad! espermática! y! la! falla! espermatogénica!depende!del!haplogrupo!al!que!pertenece!el!paciente!
" Los! marcadores! recomendados! para! el! análisis! de! microdeleciones! no! serían!informativos!para!la!población!argentina!dada!la!diferencia!en!su!composición!étnica!!
" La! identificación!de!nuevos!marcadores!permitirá!correlacionar! las!deleciones!en! la!región!AZFc!con!falla!espermatogénica!!A!partir!de!las!hipótesis!planteadas,!el!objetivo*general*del!presente!trabajo!de!tesis!fue!estudiar! microdeleciones! de! la! región! AZF! del! cromosoma! Y! en! hombres! fértiles! e!infértiles!pertenecientes!a!diferentes!Hgs!de! la!población!argentina.!Para! llevar!a!cabo!este! objetivo,! se! diseñó! un! trabajo! experimental! observacional,! prospectivo! y!transversal,!basándose!en!los!siguientes!objetivos*específicos:*





" Diferenciar! microdeleciones! polimórficas! de! aquellas! que! afectan! la!espermatogénesis,!para!su!posterior!utilidad!en!el!diagnóstico!de!pacientes!infértiles!
" Desarrollar!un!sistema!que!permita!mejorar!el!diagnóstico!genéticonmolecular!de!los!pacientes!con!infertilidad!idiopática!





















2.1.*Muestras*analizadas*Para! abarcar! el! estudio! de! los! objetivos! planteados! se! analizaron! 500! muestras! de!individuos! no! relacionados! de! sexo!masculino,! que! se! agruparon! según! los! siguientes!criterios:!
" Controles!comerciales!con!deleciones!en!la!región!AZF!(N=7)!!
" Hombres!fértiles!pertenecientes!al!Hg!Q3!de!poblaciones!nativo!americanas,!y!de!la!población!urbana!de!Argentina!y!países!limítrofes!(N=240),!que!se!analizaron!con!el!objetivo!de!evaluar!posibles!polimorfismos!en!este!haplogrupo!
" Pacientes! en! consulta! por! infertilidad! con! indicación! para! la! realización! de!espermograma! (N=170),! que! se! analizaron! con! el! objetivo! de! evaluar!microdeleciones!asociadas!a!infertilidad!masculina!!
" Pacientes! en! tratamiento! por! infertilidad! que! hayan! sido! diagnosticados! como!azoospérmicos! u! oligozoospérmicos! severos! (N=90),! que! se! analizaron! con! el!objetivo!de!evaluar!microdeleciones!asociadas!a!falla!espermatogénica!Además!se!incluyeron!muestras!femeninas!como!controles!negativos!y!de!especificidad!(N=10).!
Tabla"2.1.!Resumen!de!las!muestras!analizadas!
Grupo* Origen* N* Origen*
Hombres*fértiles*
Paternidades!confirmadas* 37! Buenos!Aires,!Salta,!Formosa,!Chaco,!Santa!Fe,!Corrientes,!Misiones,!Neuquén,!Río!Negro!y!Chubut!!Donantes!de!sangre* 44! Bolivia,!Perú,!Paraguay!y!Argentina!Poblaciones!aborígenes* 159! Wichí,!Toba,!Pilagá,!Mocoví,!Tehuelche,!Mapuche!y!MbyánGuaraní!
Pacientes*infértiles* Infertilidad!general! 170! Población!urbana!de!Argentina!Azo/Oligozoospérmicos! 90! Población!urbana!de!Argentina!
!
Todas! las! muestras! se! tomaron! de! manera! voluntaria,! previa! explicación! al! donante! sobre! los!
objetivos! y! alcances! del! estudio,! mediante! la! firma! de! un! consentimiento! informado.! Todas! las!
investigaciones!se!llevaron!a!cabo!de!acuerdo!con!los!principios!de!la!Declaración!de!Helsinki!2008.!!





2.1.1.1."Muestras"control"Las!muestras!que!se!emplearon!como!controles!de!deleciones!para!la!puesta!a!punto!de!las! reacciones! y! la! confirmación! de! los! resultados,! fueron! previamente! caracterizadas!por!Sun!et!al!(2000)!y!Repping!et!al!(2002,!2003,!2004!y!2006).!El!ADN!extraído!a!partir!de! las! líneas!celulares!NA18332,!NA18333,!NA20434,!NA15503,!NA15594!y!NA15683,!fue! adquirido! a! Coriell! Cell! Repository.! El! ADN! extraído! a! partir! de! la! línea! celular!GM20433! fue! cortesía! del! laboratorio! del! Dr.! David! Page! (Whitehead! Institute! for!Biomedical!Research,!Cambridge,!MA,!USA).!La!Tabla!2.1.1.1!resume!las!características!de!las!muestras!control!analizadas.!!
Tabla"2.1.1.1.!Características!de!las!muestras!control!
ID*Coriell* ID*Publicación* Deleción* Hg* Referencia*NA18332! WHT4396! P5/P1!proximal!(AZFb)! R1b! Repping!et!al!2002!NA18333! WHT2943! P5/P1!distal!(AZFbc)! K*! Repping!et!al!2002!NA20434! WHT3453! b1/b3! R1a! Repping!et!al!2003!NA20433! WHT2996! AZFa! L! Sun!et!al!2000!NA15503! PD066! b2/b3! Q3! Repping!et!al!2004!NA15594! PD024! b2/b3! Q3! Repping!et!al!2004!NA15683! PD296! gr/gr! Q3! Repping!et!al!2003!
"
2.1.1.2."Población"urbana"fértil"Las! muestras! de! hombres! pertenecientes! a! la! población! urbana! de! Argentina! fueron!divididas!en!2!grupos,!según!su!procedencia:!A. Individuos! cuyas! muestras! fueron! remitidas! o! que! concurrieron! al! Servicio! de!Huellas!Digitales!Genéticas!(SHDG)!para!la!realización!de!estudios!de!paternidad,!ya!sea!en!forma!privada!o!por!medio!de!orden!judicial.!En!todos!los!casos,!las!muestras!analizadas! fueron!sangre!en!papel!de! filtro!Whatman®!3MM!o!hisopado!bucal.!Los!criterios! de! inclusión! de! las! muestras! fueron! la! pertenencia! al! Hg! Q3,! y! la!confirmación! del! vínculo! biológico! de! paternidad!mediante! análisis! genético.! Para!ello,! se! seleccionaron!37!muestras! según! tipo!de! causa! (paternidad),! resultado!del!estudio! (inclusión)!y!Hg! (Q3)!a!partir!de!un! total!de!658!muestras!de!hombres!no!
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relacionados!analizadas!en!el!SHDG!en!el!período!2009n2011.!El!número!de!muestras!y!su!procedencia!se!resume!en!la!Tabla!2.1.!Este!grupo!se!denominó!PATERNIDADES!CONFIRMADAS!dentro!del!grupo!de!hombres!fértiles.!!B. Individuos! cuyas! muestras! fueron! tomadas! en! el! Servicio! de! Hemoterapia! del!Hospital! MaternonInfantil! “Ramón! Sarda”! en! el! período! 2012n2013! y! fueron!remitidas!al!SHDG!por!intermedio!de!la!Dra.!Julieta!Trinks!en!el!marco!del!proyecto!“Predictores! genéticos!del! tratamiento! y!persistencia!de! los! virus!de! la! hepatitis!B!(HBV)!y!C!(HCV)!en!una!población!representativa!de!la!población!argentina”.!Dichas!muestras! fueron! tomadas! a! donantes! hombres! (no! infectados/ni! enfermos),! y!remitidas! a! nuestro! laboratorio! como! ADN! extraído.! En! todos! los! casos! fueron!individuos! de! sexo! masculino! presumiblemente! fértiles! que! expresaron! ser! las!parejas! sexuales! de! las! embarazadas! hospitalizadas! en! dicha! institución,! y! que!descartaron! haber! requerido! técnicas! de! reproducción! asistida! para! lograr! el!embarazo.!En!relación!a! las!condiciones!socioeconómicas,! la!población!que!asiste!a!dicho! hospital! se! compone! de! individuos! de! escasos! recursos,! 30%! de! los! cuales!habita! en! villas! de! emergencia! de! la! Ciudad! o! del! Gran! Buenos! Aires,! y! el! 85%!corresponde! a! inmigrantes! provenientes! de! otros! países! latinoamericanos:! 75%!bolivianos,!7%!paraguayos!y!3%!peruanos.!Del! total! de! las! muestras! remitidas! a! nuestro! laboratorio! (N=220),! se! realizó! el!análisis! del! Hg! de! cromosoma! Y,! seleccionándose! para! su! posterior! análisis!únicamente! aquellas! muestras! que! pertenecen! al! Hg! Q! (N=44).! Este! grupo! se!denominó!DONANTES!dentro!del!grupo!de!hombres!fértiles.!!
2.1.1.3."Poblaciones"nativo"americanas""Las! muestras! de! individuos! no! relacionados! de! sexo! masculino! pertenecientes! a!poblaciones! nativo! americanas! fueron! tomadas! en! los! asentamientos! permanentes! de!dichas!poblaciones!por!integrantes!del!SHDG!o!remitidas!al!mismo!en!el!período!1992n2010.!Las!poblaciones!que!se!emplearon!en!el!presente!trabajo!fueron:!Wichí,!Toba!(de!Chaco! y! Santa! Fé),! Pilagá,! Mocoví! (MataconGuaicurú),! Tehuelches! y! Mapuches!(Mapudungun),! y! MbyánGuaraní! (TupínGuaraní).! La! ubicación! geográfica! de! las!poblaciones!estudiadas! se!encuentra!esquematizada!en! la!Figura!2.1.1.2.!Dependiendo!
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de! la! procedencia,! se! tomaron!muestras! de! saliva! en! buffer! para! extracción! salina,! o!fueron!remitidas!al!SHDG!como!sangre!en!papel!de!filtro!o!FTA®.!A!partir!del! total!de!muestras! de! comunidades! aborígenes! (N=256),! se! seleccionaron! únicamente! aquellas!pertenecientes! al! Hg! Q! (N=159).! Los! individuos! incluidos! en! el! estudio! fueron! tanto!hombres!con!hijos!declarados!como!de!la!población!general!con!fertilidad!desconocida.!Este!grupo!se!denominó!ABORÍGENES!dentro!del!grupo!de!hombres!fértiles.!
!
Figura" 2.1.1.3.! Mapa! de! Argentina! representativo! de! la! localización! de! las! comunidades!
aborígenes!muestreadas!!
2.1.1.4."Pacientes"del"laboratorio"de"fertilidad"Las! muestras! provenientes! del! laboratorio! de! fertilidad! se! tomaron! en! la! Sección! de!Citología! del! Departamento! de! Bioquímica! Clínica! de! la! Facultad! de! Farmacia! y!Bioquímica!(UBA),!ubicado!en!el!Hospital!de!Clínicas!“José!de!San!Martín”.!La! toma!de!muestra! se! realizó! en! el! marco! del! proyecto! “El! Laboratorio! de! Fertilidad! en! el!desarrollo!y!aplicación!de!la!tecnología!bioquímica!en!la!era!del!ICSI”!dirigido!por!la!Dra.!Gabriela!Mendeluk.!Los!pacientes!se!reclutaron!en!forma!consecutiva!durante!el!período!12/2011n08/2012! según! el! siguiente! criterio! de! inclusión:! consulta! por! infertilidad!primaria!sin!causa!aparente!(v.g.!vasectomía,!infección!seminal,!radio!o!quimioterapia).!
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224 APPENDIX 1   Reference va lues and semen nomenc la ture
C omment 5: Men whose semen characteristics fall below the lower limits given 
here are not necessarily infertile; their semen characteristics are below the refer-
ence range for recent fathers—as are , by defi nition, those of 5% of the fertile men 
who provided data used in the calculation of the reference range . 
C omment 6: A man’s semen characteristics need to be interpreted in conjunction 
with clinical information.
C omment 7: There may be regional differences in semen quality, or differences 
between laboratories; laboratories should consider preparing their own reference 
ranges, using the techniques described in this manual.
C omment 8: Time to pregnancy is also affected by the female partner’s fertility 
status.
Ta b le A1.1 Lower re ference limits (5th centiles and their 95% confidence intervals) for semen charac-
teristics 
Parameter Lower re ference lim it
Semen volume (ml) 1.5 (1.4–1.7)
Total sperm number (106 per ejaculate) 39 (33–46)
Sperm concentration (106 per ml) 15 (12–16)
Total motility (PR + NP, % ) 40 (38–42)
Progressive motility (PR, % ) 32 (31–34)
Vitality (live spermatozoa , % ) 58 (55–63)
Sperm morphology (normal forms, % ) 4 (3.0–4.0)
O ther consensus threshold values
pH !7.2
Peroxidase-positive leukocytes (106 per ml) "1.0
MAR test (motile spermatozoa with bound particles, % ) "50
Immunobead test (motile spermatozoa with bound beads, % ) "50
Seminal zinc (#mol/ejaculate) !2.4
Seminal fructose (#mol/ejaculate) !13
Seminal neutral glucosidase (mU/ejaculate) !20




2.1.1.5."Pacientes"azoospérmicos"y"oligozoospérmicos"severos"Las!muestras!de!pacientes!azoospérmicos!no!obstructivos!u!oligozoospérmicos!severos!fueron!tomadas!a!pacientes!que!concurrieron!al!Servicio!de!Fertilidad!Matrimonial,!bajo!la!dirección!del!Dr.! Ernesto!Gómez!Pasanante,! o!de!Urología,! bajo! la!Dirección!del!Dr.!Osvaldo! Mazza,! en! colaboración! con! el! Dr.! Mariano! Cohen! y! la! Dra.! Florencia! Fulco.!Ambas!unidades!asistenciales!pertenecen!al!Hospital!de!Clínicas!“José!de!San!Martín”!de!la! Universidad! de! Buenos! Aires.! Las! muestras! fueron! tomadas! durante! el! período!12/2012! y! 12/2013.! Todos! los! pacientes! firmaron! un! consentimiento! informado!autorizando!el!análisis!genético!de! la!muestra.!El!criterio!de! inclusión!de! los!pacientes!en! el! estudio! fue! al! menos! dos! resultados! de! recuento! espermático! menor! a! 2x106!espermatozoides/mL!de! eyaculado.! Se! excluyeron! del! estudio! aquellos! pacientes! con!condiciones!preexistentes!que!afectaran!la!fertilidad!(v.g.!vasectomía,!infección!seminal,!radioterapia,!entre!otros).!A!partir!de!la!historia!clínica!de!los!pacientes,!se!registraron!los! siguientes! parámetros:! resultado! del! espermograma! (recuento,! morfología! y!movilidad),!resultado!de!la!biopsia!testicular!(en!caso!de!haber!sido!realizada),!cariotipo,!u!otra!información!relevante!a!la!posible!causa!de!falla!espermatogénica.!Para!el!análisis!molecular,! se! tomaron! muestras! de! sangre! por! punción! digital! que! fueron! colocadas!sobre! papel! de! filtro!Whatman®! 3MM! y! secadas! a! temperatura! ambiente.! Todas! las!muestras! fueron! tratadas! de! manera! anónima! mediante! el! empleo! de! un! código!numérico.!Este!grupo!se!denominó!AZOOSPERMIA.!!!!
*
* *




*A!partir!de!los!grupos!definidos!en!el!punto!anterior,!se!diagramó!un!flujo!de!trabajo!que!permita!diferenciar!aquellas!microdeleciones!del!cromosoma!Y!que!se!encuentran!como!polimorfismos! de! aquellas! que! están! asociadas! a! infertilidad! masculina! y/o! falla!espermatogénica!en!nuestra!población.!La!Figura!2.2!esquematiza!el!diagrama!de!flujo!propuesto! para! el! análisis.! A! partir! de! las!muestras! seleccionadas,! con! la! finalidad! de!analizar!marcadores!moleculares,! se! seleccionó! el!método! de! extracción! de! ADN!más!adecuado!de!acuerdo!a!cada!tipo!de!muestra!(sangre,!saliva!o!semen).!El!ADN!extraído!se!cuantificó!mediante!PCR!cuantitativa!en!Tiempo!Real.!Las!muestras!se!sometieron!a!un!análisis!sistemático!para!determinar!el!Hg!al!cual!pertenecen,!la!presencia/ausencia!de!deleciones!completas!de!las!regiones!AZFa,!AZFb!y!AZFc,!y!de!deleciones!parciales!de!la! región! AZFc.! Aquellas! muestras! que! presentaron! deleción! se! analizaron! en!profundidad! con! respecto! a! su! composición! génica,! número! y! tipo! de! copias! de! los!principales!genes,!y!extensión!de!la!deleción!detectada.!A!continuación!se!describen!los!fundamentos,! aplicación! y! resultados! posibles! de! los! métodos! empleados.! Los!protocolos!para!cada!uno!de!los!métodos!se!detallan!en!el!Anexo!I:!Protocolos.!
*
Figura"2.2.!Diagrama!de!flujo!para!el!estudio!de!hombres!fértiles!y!pacientes!infértiles.!




2.2.1.*Extracción*de*ADN**El! método! más! adecuado! para! la! extracción! de! ADN! fue! determinado! por! el! tipo! de!muestra!biológica.!!Las!muestras!de!sangre!depositadas!sobre!papel!de!filtro!Whatman®!3MM!o!hisopado!bucal! fueron! extraídas! mediante! un! método! seminautomatizado! con! el! sistema!Maxwell®,! según! las! indicaciones! del! fabricante.! Este! sistema! purifica! y! concentra! el!ADN! a! partir! de! células! previamente! lisadas! con! TECnSDS! 0,5%! y! Proteinasa! K.! El!fundamento!del!método!es!el!empleo!de!partículas!paramagnéticas!que!adhieren!el!ADN!en!las!condiciones!iónicas!generadas!por!el!Buffer!de!Lisis.!El!ADN!es!liberado,!luego!de!lavados!consecutivos,!en!un!Buffer!de!Elusión!de!menor!fuerza!iónica.!Esta!metodología!permite! obtener! ADN! con! alto! grado! de! pureza! y! en! un! rango! acotado! de!concentraciones! (dado! que! las! partículas! magnéticas! limitan! la! cantidad! de! ADN!extraído).!!A!partir!de!las!muestras!de!semen!depositadas!sobre!papel!de!filtro!Whatman®!3MM!o!hisopo,! el! ADN! fue! extraído!mediante! el!método! seminautomatizado!Maxwell®! con! el!agregado!previo!de!DTT!1M,!con!el!objetivo!de!romper!las!células!espermáticas!durante!la!fase!de!lisis!celular.!!Las! muestras! de! semen! de! pacientes! azoospérmicos,! debido! a! su! menor! contenido!celular,! fueron! extraídas! mediante! extracción! orgánica! y! concentradas! por! columnas!Microcon,!que!permiten!recuperar!la!totalidad!del!ADN!extraído.!!!La!extracción!de!ADN!a!partir!de!muestras!de!saliva!se!realizó!de!manera!manual!con!la!técnica!de!“salting!out”!previamente!descripta!(Quinque!et!al!2006).!
*
2.2.2.*Cuantificación*de*ADN*La!cuantificación!del!ADN!extraído!se!realizó!mediante!PCR!en!Tiempo!Real!usando!los!sistemas!comerciales!Plexor®!HY!o!Quantifiler®!Human!en!el!equipo!RotornGene!6000,!según!los!protocolos!sugeridos!por!el!fabricante.!El!fundamento!de!la!cuantificación!por!PCR! en! Tiempo! Real! es! la! duplicación! de! un! determinado! fragmento! de! ADN! y! la!detección! del! producto! generado! en! cada! ciclo.! De! esta! manera,! se! puede! inferir! la!
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concentración! de! ADN! inicial! en! la! reacción! mediante! el! empleo! de! patrones! de!concentración!conocida.!Los!sistemas!comerciales!empleados!en!el!presente!trabajo!de!tesis! emplean! marcación! con! diferentes! fluorocromos,! y! permiten! la! cuantificación!simultánea!de!ADN!autosómico,!masculino!y!presencia!de!inhibidores!(Plexor®)!ó!ADN!autosómico!e!inhibidores!(Quantifiler®).!!!




2.2.4.1.1."Hgs"Q,"R"e"I:!Para!la!determinación!de!los!Hgs!Q1a2a1a1,!R1b1a2!e!I!mediante!el!análisis! de! los! SNPs! que! los! determinan! (M3,! M269! y! U179,! respectivamente),! se!desarrolló!un!sistema!multiplex!que!emplea!la!técnica!de!PCR!en!Tiempo!Real!seguida!de!Desnaturalización! Térmica! de! Alta! Resolución! (HRM).! El! protocolo! completo! de! la!técnica! empleada! en! el! presente! trabajo,! incluyendo! las! secuencias! de! los! primers!utilizados,! fue! publicado! y! se! adjunta! en! el! Anexo! II! del! presente! trabajo! de! tesis!(Zucarelli,! Alechine! et! al! 2011).! A! modo! de! ejemplo,! la! Figura! 2.2.4.1.1.! muestra! el!










2.2.4.1.2."Hgs"J,"G"y"E:!La!metodología!descripta!en!el!punto!2.2.4.1.1.!también!se!utilizó!en!una!segunda!etapa!para!la!determinación!de!los!Hgs!J2,!G2a!y!E1b1b!mediante!el!análisis!en!múltiplex!de!los!SNPs!M172,!P15!y!M35,!respectivamente.!Dicha!adaptación!se!puso!a!punto! en! nuestro! laboratorio! para! el! haplogrupado! de! muestras! de! interés! forense!(Cecilia!Bobillo,!comunicación!personal).!A!modo!de!ejemplo,!la!Figura!2.2.4.1.2.!muestra!el!resultado!obtenido!para!dichos!Hgs.! !
the assays and on the other, the DNA amount required for the
reaction. Nevertheless, since a much reduced number of SNPs are
required to fulfill the goals of identifying Native American
ancestral lineages and samples are not limited in DNA amount,
those restrictions are irrelevant in our context. In comparison with
other modern techniques such as minisequencing, the simplicity
and speed that HRM offers a very efficient alternative tool in a
working-flow that speed-up the screening process. The screening
[(Fig._1)TD$FIG]
deg.























Fig. 1. First derivative melting curves of the mtDNA-SNPs pentaplex. In red color are depicted samples belonging to haplogroup A2; in blue to haplogroup B2; in green to
haplogroup D1 and in yellow to haplogroup C. In bl ck ar depicted non-Amerindian mtDNA sample . (For interpretation of the references to color in this figure legend, the
reader is referred to the web version of the article.)
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Fig. 2. First derivative melting curves of the Y-SNPs triplex. The samples in red belong to haplogroup Q1a3a, in blue to haplogroup R1b1b2 and in green to haplogroup I.
Samples in black do not belong to either of the three haplogroups included in the analysis. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is
referred to the web version of the article.)
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de! alta! resolución! de! los! fragmentos! de! amplificación! de! los! marcadores! M35,! M172! y! P15! en!
muestras!pertenecientes!a!los!Hgs!G2a!(verde),!J2!(azul)!y!E1b1b!(rojo).!!
2.2.4.2."Análisis"de"SNPs"adicionales:"M242,"M378,"M120,"MEH2"y"M346"De! manera! complementaria! al! análisis! del! Hg! Q1a2a1a1! (M3)! descripto! en! el! punto!2.2.4.1.1,!se!analizaron!marcadores!adicionales!que!permiten!determinar!la!pertenencia!al!Hg!Q!(M242)!o!a! los!subnHgs!Q1a!(MEH2),!Q1b1!(M378),!Q1a2a1!(M346)!y!Q1a1a1!(M120).!La!amplificación!de!dichos!marcadores!se!realizó!de!manera!individual.!!Luego!de! la!amplificación,! los!marcadores!M242!y!M378!se!analizaron!mediante!HRM.!Los!marcadores!MEH2,!M346!y!M120!se!analizaron!mediante!secuenciación!con!primers!forward! y! reverse,! debido! a! su! mayor! tamaño! y! ausencia! de! controles! para! ambas!variantes!alélicas.!La!aplicación!de!la!técnica!de!HRM!para!el!análisis!de!SNPs!en!formato!individual! o! simplex! se! basó! en! el! mismo! principio! que! el! desarrollado! por! nuestro!laboratorio!para!la!tipificación!de!este!tipo!de!polimorfismos!en!el!diagnóstico!genético!de!Distonías!de!Torsión!DYT1!(Caputo!et!al!2013).!!
2.2.4.3."Análisis"de"STRs"de"cromosoma"Y"Se!analizaron!STRs!ubicados!a!lo!largo!de!toda!la!región!eucromática!del!cromosoma!Y!(Figura! 2.2.4.3a)! mediante! los! sistemas! comerciales! PowerPlex®! Y23! o! AmpFLSTR®!
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Yfiler®,!según!disponibilidad.!El!primer!kit!incluye!un!total!de!23!STRs,!mientras!que!el!segundo! incluye!17!STRs.!El!objetivo!del!análisis!de!marcadores!STRs! fue,!por!un! lado!predecir!el!Hg!en!los!casos!en!los!que!no!se!contaba!con!los!primers!para!definir!los!Hg!minoritarios! en! la! población,! y! por! otro! lado,! definir! la! extensión! de! las! deleciones!encontradas.! La! Figura! 2.2.4.3b! muestra,! a! modo! de! ejemplo,! un! electroferograma!obtenido!con!el!kit!PowerPlex®!Y23.!!
!
Figura" 2.2.4.3a.! Localización! a! lo! largo! del! cromosoma! Y! de! los! STRs! incluidos! en! los! sistemas!
comerciales!PowerPlex®!Y23!y!AmpFLSTR®!Yfiler®!(señalados!en!rojo).!!




Figura" 2.2.4.3b.! Resultado! de! STRs! de! cromosoma! Y! obtenido! con! el! sistema! PowerPlex®! Y23,!
analizado! con! el! programa! GeneMapper®! IDtX! en! el! secuenciador! automático! Applied!
Biosystems®!3500!Genetic!Analyzer.! !
2.2.4.4."Predicción"de"Hgs"a"partir"de"haplotipos"de"STRs"de"cromosoma"Y"A!partir!de!los!haplotipos!de!STRs!obtenidos,!se!emplearon!los!programas!onnline!de!uso!libre!Whit!Athey's!Haplogroup!Predictor! e! YPredictor! para!predecir! los!Hgs! a! los! que!pertenecen! aquellas! muestras! que! no! pudieron! ser! definidas! mediante! las! técnicas!descriptas! en! los!puntos!2.2.4.1!y!2.2.4.2.! La! exactitud!del!programa! se! evaluó!en!una!
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primera! instancia! mediante! el! análisis! de! muestras! control! cuyo! Hg! fuera! definido!previamente!mediante! secuenciación.! Se! consideraron! porcentajes! superiores! al! 90%!para! asignar! un! determinado! Hg.! La! Figura! 2.2.4.4! muestra! la! interfaz! del! programa!YPredictor!y!el!resultado!obtenido!a!partir!de!un!haplotipo!de!STRs!de!cromosoma!Y.!!!
Figura"2.2.4.4.!Ejemplo!de!la!predicción!de!Hg!a!partir!de!un!haplotipo!de!STRs!de!cromosoma!Y!
mediante!el!programa!YPredictor.!Se!asigna!a!la!muestra!el!Hg!Q1a!con!una!probabilidad!del!93%.!!
2.2.5.*Análisis*de*microdeleciones*clásicas*en*la*región*AZF*Las!microdeleciones!clásicas!de!las!regiones!AZFa,!AZFb!y!AZFc!se!analizaron!mediante!la!adaptación!del!protocolo!sugerido!por!la!EAA/EMQN!(Simoni!et!al!2004,!Krausz!et!al!2014)!para!PCR!en!Tiempo!Real!(Kozina!et!al!2011).!Se!analizaron!los!marcadores!sY85!(AZFa),! sY127! (AZFb),! sY255! (AZFc)! y! AMELxy! (control! interno),! cuyas! secuencias! se!describen!en!la!Tabla!I!del!Anexo!I.!La!reacción!se!modificó!para!el!empleo!de!SYTO®!9!como!colorante!intercalar.!El!sistema!de!análisis!se!validó!mediante!la!participación!en!el!control!de!calidad!organizado!por!la!EAA/EMQN,!cuyas!muestras!fueron!analizadas!en!paralelo! por! la! técnica! adaptada! para! PCR! en! Tiempo! Real! empleada! en! el! presente!trabajo!y!por! la!metodología! recomendada!en!bibliografía!que!emplea!PCR!seguida!de!separación!en!geles!de!agarosa!(ver!punto!2.2.12).!La!Figura!2.2.5!muestra!un!ejemplo!del!perfil!de!HRM!de!una!muestra!control!(sin!deleciones).!!





2.2.6.*Análisis*de*microdeleciones*parciales*en*la*región*AZFc*Para! el! análisis* de! microdeleciones! parciales! en! la! región! AZFc,! se! desarrolló! un!protocolo!para!la!determinación!simultánea!de!7!marcadores!STSs!localizados!en!dicha!región,!mediante! PCR! seguida! de! electroforesis! capilar.! La! amplificación! de! YnSTSs! se!realizó! mediante! PCR! múltiplex! empleando! un! método! económico! de! marcación!fluorescente! descripto! previamente! (Oklander! et! al! 2007).! Los! primers! forward! se!sinterizaron!con!colas!de!5′!M13,!complementarias!a!oligonucleótidos!marcados!con!el!colorante!fluorescente!6nFAM.!Esto!permite!la!detección!de!todos!los!productos!de!PCR!mediante! un! secuenciador! automático,! sin! la! necesidad! de! marcar! cada! uno! de! los!primers! empleados,! lo! cual! incrementaría! los! costos! del! análisis! (Schuelke! 2000).! Los!marcadores!que!se!analizaron!fueron:!sY142,!sY1197,!sY1191,!sY1201,!sY1206,!sY1261!y! sY1291,! cuyas! secuencias! se! describen! en! la! Tabla! I.! La! Figura! 2.2.6! muestra! el!resultado!del!análisis!de!YnSTSs!para!una!muestra!sin!deleciones.!
!





2.2.7.*Identificación*de*la*presencia*de*los*genes*de*la*región*AZFc*Con!el!objetivo!de!evidenciar!la!presencia!o!ausencia!de!los!genes!DAZ,!CDY,!BPY2,!PRY,!GOLGA2LY!y!CSGP4LY,!se!desarrolló!una!técnica!que!emplea!amplificación!por!PCR!en!Tiempo! Real! seguida! de! HRM.! La! amplificación! se! realizó! en! formato! multiplex! con!primers!para!los!genes!mencionados,!además!de!la!amplificación!de!AMEL!y!SRY!como!controles!internos!de!la!reacción.!La!Figura!2.2.7!muestra!el!resultado!obtenido!para!una!muestra!control!sin!deleciones.!El!desarrollo!que!se!llevó!a!cabo!se!describe!en!detalle!en! el! capítulo! 6,! y! la! publicación! que! surgió! del! mismo! se! adjunta! en! el! Anexo! II!(Alechine!y!Corach!2014).!!
"
Figura" 2.2.7.! Resultado! del! análisis! de! genes! en! la! región!AZFc! por!HRM!para! una!muestra! sin!
deleción.!! !
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2.2.8.*Cuantificación*del*número*de*copias*de*los*genes*DAZ*,*CDY*y*CDY1*La! cuantificación! del! número! de! copias! de!DAZ,! CDY! y! CDY1! se! realizó!mediante! PCR!cuantitativa!(qPCR).!Se!empleó!el!mismo!principio!que!para!la!cuantificación!relativa!de!ARNm,!puesta!a!punto!en!nuestro! laboratorio!(Quevedo!et!al!2010),!utilizando!en!este!caso!el!SRY!como!gen!de!referencia!de!copia!única.!La!puesta!a!punto!de!la!reacción!se!basó!en!la!cuantificación!del!número!de!copias!de!estos!mismos!genes!en!cromosoma!Y!de!primates!(Chimpancé!y!Bonobo)!para!la!confirmación!de!los!resultados!de!la!técnica!de!FISH!(Greve!et!al!2011).!Los!cálculos!del!número!de!copias!se!realizaron!mediante!el!programa!del!equipo,!empleando!el!método!Delta!Delta!Ct!(Livak!et!al!2001).!!!
2.2.9.*Identificación*de*variantes*de*DAZ*y*CDY*Para! identificar! las! copias! presentes! de! los! genes!DAZ! y! CDY,! se! analizaron! variantes!familiares! de! secuencia! (SFVs)! de! estos! genes.! Los! siguientes! SNPs! fueron! analizados:!sY587! (diferencia!DAZ1/2! de!DAZ! 3/4),! SNVnI! (diferencia!DAZ4)! y! SNVnII! (diferencia!
DAZ1)! para! la! familia! de! genes! DAZ;! y! CDY1n7750! (diferencia! CDY1A! de! CDY1B)! y!CDY1/2!(diferencia!CDY1!de!CDY2)!para!la!familia!de!genes!CDY!(Fernandes!et!al!2002,!Machev!et!al!2004).!Se!emplearon!2!métodos!diferentes!para!el!análisis!de!dichos!SNPs:!!
*
2.2.9.1.!Para!el!análisis!de!sY587,!CDY1t7750!y!CDY1/2!los!productos!de!amplificación!se!digirieron!con!enzimas!de!restricción!según!el!siguiente!esquema:!sY587!con!DraI,!CDY1t
7750! con! PvuII,! y! CDY1/2! con! BstEII! (Tabla! 2.2.9.1),! y! los! productos! se! separaron!mediante! electroforesis! en! gel! de! Agarosa! al! 4%.! Se! utilizó! un! marcador! de! peso!molecular! de! 25! pb.! La! Figura! 2.2.9.1! muestra! el! resultado! del! análisis! de! dichos!polimorfismos!a!modo!de!ejemplo.!!
Tabla"2.2.9.1.!SNPs!empleados!para!el!análisis!de!las!variantes!de!DAZ!y!CDY!presentes!
SNP* Variantes* Enzima* Resultado* Interpretación*sY587! T! DraI! C! DAZ1/DAZ2!! C! NC! DAZ3/DAZ4!CDY1n7750! G! PvuII! C! CDY1B!! T! NC! CDY1A!CDY1/2! C! BstEII! C! CDY2!! A! NC! CDY1!







2.2.9.2.* Para! el! análisis! de! SNVI! y! SNVII,! luego! de! la! amplificación,! los! productos! se!secuenciaron!siguiendo!el!protocolo!descripto!en!la!sección!“Secuenciación”!del!Anexo!I,!obteniéndose!los!resultados!presentados!en!la!Figura!2.2.9.2.!Luego!de!la!secuenciación!se! identificaron! las!variantes!alélicas!descriptas!para!cada!copia!del!gen!DAZ,! según! lo!descripto!en!la!Tabla!2.2.9.2.!!
Tabla"2.2.9.2.!SNPs!empleados!para!el!análisis!de!las!variantes!de!DAZ!presentes!






























DAZ.! Previamente,! se! había! descripto! su! utilidad! en! la! determinación! indirecta! del!número!de!copias!de!este!gen!(Balaresque!et!al!2008).!La!amplificación!del!STR!DYS464!se! diseñó! con! primers! unidos! a! colas! de! M13,! y! primers! complementarios! a! M13!marcados! con! el! colorante! fluorescente! 6nFAM.! La! Figura! 2.2.10!muestra! el! resultado!obtenido!en!muestras!sin!deleciones!que!mantienen!las!4!copias!del!gen!DAZ.!!
*
*
Figura" 2.2.10." Resultado! de! la! amplificación! del! STR! DYS464! en! muestras! sin! deleción,! con! 4!
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2.2.11.*Análisis*de*STRs*de*alta*tasa*de*mutación*(RMaSTRs)*Se! analizaron! STRs! de! alta! tasa! de! mutación! localizados! en! el! cromosoma! Y,! para!discriminar! entre! individuos! de! la! misma! patrilínea.! Estos! STRs! fueron! descriptos!previamente! para! su! empleo! en! estudios! forenses! y! poblacionales! (Ballantyne! et! al!2012).!!!
2.2.12.*Confirmación*de*las*microdeleciones*clásicas**La!confirmación!de!las!microdeleciones!clásicas!encontradas!en!los!pacientes!se!llevó!a!cabo!mediante!el!protocolo!estricto!sugerido!por!la!EAA/EMQN!(Krausz!et!al!2014).!Se!evaluó! la! capacidad! analítica! de! las! técnicas! diagnósticas! empleadas! en! el! presente!trabajo,! mediante! la! participación! en! el! control! de! calidad! organizado! por! dicha!institución! (EAA! 2014).! Las! muestras! del! control! de! calidad! se! analizaron! mediante!ambos!métodos,!obteniéndose!los!mismo!resultados.!!
2.2.13.*Herramientas*bioinformáticas**Con!el!objetivo!de!definir!la!extensión!de!las!deleciones!halladas!y!las!regiones!afectadas,!se! emplearon! las! herramientas! bioinformáticas! MSY! Breakpoint! Mapper! (Lange! et! al!2008)!y!Sequence!Viewer!v3.4!(disponible!en!NCBI)!(Tabla!III!del!Anexo!I).!
*

















3.* Caracterización* de* hombres* fértiles* pertenecientes* al* haplogrupo* nativo*
americano*Q1a2a1a1*!
Sinopsis"
A! partir! de! las! características! descriptas! en! otras! poblaciones! sobre! la! predisposición! a!
microdeleciones!en! la!región!AZF!entre!diferentes!Hgs!de!cromosoma!Y,!este!capítulo!del!
presente! trabajo! expone! las! características! observadas! en! el! cromosoma! Y! de! hombres!
fértiles!pertenecientes!al!Hg!nativo!americano!Q1a2a1a1.!!!!
3.1.*Características*polimórficas*del*Hg*Q1a2a1a1*
3.1.1.*Polimorfismo*de*longitud*del*marcador*sY1291*característico*del*Hg*Q1a*Al! analizar! los!marcadores! STSs! que! determinan! las! deleciones! parciales! de! la! región!AZFc,! se! detectó! un! polimorfismo! de! longitud! del! marcador! sY1291.! Este! marcador!presentó!una!longitud!de!280!pb!en!las!muestras!del!Hg!Q3,!siendo!este!tamaño!menor!a!lo!descripto!in!silico!para!dicho!producto!de!amplificación.!Con!el!objetivo!de!confirmar!esta!diferencia,!se!amplificaron!y!separaron!mediante!electroforesis!capilar!muestras!de!otros!Hgs.!Los!resultados!obtenidos!evidenciaron!que!el!marcador!sY1291!presentó!una!longitud!de!280!pb!únicamente!en!las!muestras!del!Hg!Q3,!de!307!pb!en!el!Hg!G2a!y!300!pb!para!todos!los!demás!Hgs!(incluido!el!Hg!R1b!cuya!secuencia!se!encuentra!publicada!en! GenBank).! La! Figura! 3.1.1a! muestra! los! resultados! obtenidos! para! muestras!pertenecientes!a! los!Hgs!Q1a2a1a1,!R1b1a2!y!G2a.!La!diferencia!de!21!pb!en!el!Hg!Q3!(con! respecto! al! Hg! R1b)! fue! consistente! entre! todas! las! muestras! analizadas.! El!polimorfismo!de! longitud! del!marcador! sY1291!había! sido! previamente! descripto! por!Lin!et!al!(2006),!pero!no!había!sido!vinculado!a!ningún!Hg.!
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3.2.* Confirmación* de* los* resultados* obtenidos* para* muestras* del* Hg* Q3*
caracterizadas*en*publicaciones*previas*Aunque! el! Hg! Q3! ha! sido! poco! estudiado! en! cuanto! a! la! región! AZF,! publicaciones!anteriores! (Repping!et!al!2003,!Repping!et!al!2004,!Repping!et!al!2006)!han!descripto!una!pocas!muestras!perteneciente! al!Hg!Q3!provenientes!de! la! Colección!de!Recursos!para! el! Descubrimiento! de! Polimorfismos! en! el! ADN! (DNA! Polymorphism! Discovery!Resource! Collection)! de! Coriell! Cell! Repository.! Estas! publicaciones! caracterizaron!muestras! del! Hg! Q3! como! portadoras! de! la! deleción! parcial! b2/b3,! localizada! en! la!región!AZFc.!Dado!que!sólo!una!de!las!240!muestras!pertenecientes!al!Hg!Q3!analizadas!en!el!presente!trabajo!presentó!la!deleción!b2/b3!(ver!punto!3.4.2),!como!un!control!de!
Q!(M242)! Q1a!(MEH2)!
Q1a1! Q1a1a1!(M120)!Q1a2!(M346)! Q1a2a1! Q1a2a1a1!(M3)!Q1b! Q1b1!(M378)!
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los! experimentos! realizados! y! de! los! resultados! obtenidos,! adquirimos! las! muestras!control! mencionadas.! Se! analizaron! en! nuestro! laboratorio! las! muestras! NA15503,!NA15594! (Repping! et! al! 2004)! y! NA15683! (Repping! et! al! 2003),! previamente!caracterizadas!como!portadoras!de! las!deleciones!b2/b3!y!gr/gr,! respectivamente.!Las!deleciones! b2/b3! y! gr/gr,! así! como! el! Hg! Q3! se! confirmaron! para! los! controles!comerciales!mencionados! (Figura! 3.2).! Esto! significa,! por! un! lado! que! la!metodología!empleada! en! el! presente! trabajo! es! adecuada! y! cuenta! con! la! misma! capacidad! de!resolución!que!la!empleada!en!los!trabajos!de!Repping!et!al!(2003!y!2004).!Por!otro!lado,!en! cuanto! a! la! caracterización! de! las! muestras,! se! descarta! un! posible! error!metodológico!en!ambos!trabajos.!Sin! embargo,! un! análisis!más! detallado! de! las!muestras!NA15503! y!NA15594! (ambas!con! deleción! b2/b3)! mediante! YnSTRs! y! RMnSTRs,! evidenciaron! que! ambas!muestras!pertenecían!a!la!misma!patrilínea,!dado!que!compartían!el!haplotipo!completo!para!23!STRs!del!cromosoma!Y.!Para!diferenciar!si!se!trataba!de!individuos!del!mismo!linaje!o!de!una! muestra! replicada,! se! analizaron! STRs! autosómicos,! obteniéndose! perfiles!diferentes.! Esto! indica! que! se! trata! de! individuos! diferentes! de! una!misma! patrilínea.!Con!el!objetivo!de!aumentar!el!poder! resolutivo!dentro!del! linaje!de! cromosoma!Y,! se!analizaron!13!RMnSTRs!del!cromosoma!Y!adicionales,!cuya!tasa!de!mutación!es!superior!a!1x10n2.!Este!análisis!confirmó!que!las!muestras!analizadas!presentaban!haplotipos!de!cromosoma! Y! idénticos,! salvo! por! una! posible! mutación! de! un! paso! en! el! marcador!DYF403S1a,!el!cual!presenta!una!tasa!de!mutación!de!3,1x10n2!(Ballantyne!et!al!2010).!La!importancia!de!este!descubrimiento!reside,!por!un!lado!en!que!las!muestras!de!un!panel!internacional!para!análisis!de!polimorfismos!no!debería!estar!compuesto!por!individuos!relacionados,!ya!que!esto!produce!un!sesgo!en!el!análisis.!Por!otro!lado,!al!ser!las!únicas!muestras!pertenecientes!al!Hg!Q3!caracterizadas!para!la!detección!de!microdeleciones,!se!arriba!a!conclusiones!erróneas!con!respecto!a!deleciones!constitutivas!presentes!es!este!Hg.!Como!fue!mencionado!previamente,!Repping!et!al!(2004!y!2006)!caracterizaron!numerosos!Hgs!a!nivel!mundial!y!determinaron!que!la!deleción!b2/b3!se!presenta!tanto!en! el! Hg! N! como! en! el! Hg! Q3,! empleando! las! muestras! de! individuos! relacionados!mencionadas.! De! la!misma!manera,! al! estudiar! la! arquitectura! de! los! cromosomas! en!cada!haplogrupo,!Repping!et!al!(2006)!sugieren!que!el!Hg!Q3!presenta!el!mismo!patrón!de!deleción!en!la!región!AZFc!que!el!Hg!N.!!







3.3.*Comparación*del*Hg*nativo*americano*Q1a2a1a1*con*el*Hg*asiático*Q1**Contrario! a! lo! descripto! por! Yang! et! al! (2010)! para! el! Hg! Q1! (actualmente! Q1a1a1,!definido! por! el! estado! derivado! para! el! marcador! M120),! no! encontramos! ninguna!deleción!constitutiva!en!el!Hg!Q1a2a1a1.!Yang!et!al!definieron!la!presencia!de!la!deleción!gr/gr!de!manera!constitutiva!en!el!Hg!Q1,!ancestral!al!Hg!Q1a2a1a1.!Esta!deleción!no!se!correlaciona!con!consecuencias!patológicas!sobre!la!fertilidad!en!la!población!china!Han!(Yang!et!al! 2010).! Esta! diferencia! entre! subnHgs!de!Q!podría! deberse! a! la! divergencia!entre! estos! subnHgs! desde! el! momento! en! que! se! produjo! la! entrada! a! América.!Posiblemente,!en!algún!momento!luego!de!la!división!del!Hg!Q!en!Q1a1!(asiático)!y!Q1a2!(ancestral! al! Hg! nativo! americano),! la! deleción! gr/gr! se! haya! establecido! en! el! Hg!asiático!Q1a1,!no!así!en!el!Q1a2.!En!este!punto,!también!podríamos!postular!que!estos!dos! linajes! del! Hg! Q! podrían! ser! diferenciados! por! el! polimorfismo! de! longitud! de!sY1291!descripto!en!el!punto!3.1.!
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En!cuanto!a!la!deleción!gr/gr,!aunque!el!efecto!de!la!deleción!sobre!la!fertilidad!depende!en!gran!medida!del!origen!étnico!y!geográfico!de!la!población!estudiada,!a!partir!de!los!resultados! obtenidos! en! el! presente! trabajo,! podríamos! descartar! que! el! Hg! Q3! haya!fijado! deleciones! gr/gr.! Es! por! esto! que,! contrario! a! lo! establecido! por! Krausz! et! al,!quienes! postulan! que! el! análisis! de! la! deleción! gr/gr! no! es! de! utilidad! en! pacientes!pertenecientes! a! los! Hgs! Q1! y! Q3! dado! su! carácter! constitutivo,! el! análisis! de! dicha!deleción!en!pacientes!infértiles!del!Hg!Q3!sí!tendría!un!potencial!interés!clínico!dado!que!no!se!presenta!en!hombres!fértiles!de!este!último!Hg!(Krausz!et!al!2014).!!!
3.4.* La* prevalencia* de* microdeleciones* como* característica* polimórfica* de* los*
hombres*fértiles*pertenecientes*al*Hg*Q1a2a1a1*Con!el!objetivo!de!evaluar!la!presencia!polimórfica!de!deleciones!tanto!completas!como!parciales! de! la! región! AZF,! se! evaluó! la! prevalencia! de! las! mismas! en! un! grupo! de!hombres! fértiles! pertenecientes! al! Hg! Q1a2a1a1.! Para! ello,! se! seleccionaron! 240!muestras!de!hombres!fértiles!que!exhibían!la!variante!T!para!el!marcador!M3,!que!define!dicho!Hg.!Las!muestras!seleccionadas!pertenecen!tanto!a!comunidades!aborígenes!como!a! población! urbana! de! Argentina! y! países! limítrofes.! Las! características! de! las!poblaciones! analizadas! se! describieron! en! detalle! en! el! capítulo! 2! (puntos! 2.1.1.2! y!2.1.1.3).!!
*
3.4.1.*Deleciones*completas*de*AZFa,*AZFb*o*AZFc*Al!analizarse!las!deleciones!clásicas!de!la!región!AZF,!no!se!detectó!ninguna!muestra!con!deleción! completa! de! alguna! subnregión! de! AZF.! Únicamente,! se! detectaron! dos!muestras!con!deleción!del!marcador!sY127,!el!cual!define!la!presencia!de!la!región!AZFb.!Sin! embargo,! al! confirmar! dicha! deleción! mediante! el! marcador! sY134,! también!presente! en! la!misma! región,! se! comprobó! que! se! trataba! de! una! falsa! deleción.! Este!artefacto!pudo!deberse!a!una!mutación!en!el!sitio!de!reconocimiento!del!primer!o!a!una!deleción! menor! de! dicha! región,! y! por! lo! tanto! se! descartó! la! presencia! de! deleción!completa!de!la!región!AZFb!en!ambas!muestras.!La!ausencia!de!deleciones!completas!en!hombres!fértiles!del!Hg!Q1a2a1a1,!indicaría!que!no! existe! ninguna! deleción! constitutiva! en! dicho! Hg.! Por! lo! tanto,! la! presencia! de!
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deleciones!completas!en!pacientes!con!infertilidad!se!podría!atribuir!a!la!causa!de!la!falla!espermatogénica.!Hasta!el!momento,! la!única!investigación!llevada!a!cabo!en!pacientes!infértiles!pertenecientes!al!Hg!Q1a3a!se!realizó!en!Chile,!donde!detectaron!un!aumento!de!la!prevalencia!de!deleciones!de!la!región!AZFb!en!pacientes!infértiles!pertenecientes!a!este!Hg!(Lardone!et!al!2013).!Este!grupo!describe!un!aumento!de!la!predisposición!del!Hg!Q1a3a!a!microdeleciones!de! la! región!AZFb,! en!pacientes! infértiles!de! la!población!chilena,!las!cuales!son!poco!frecuentes!a!nivel!mundial.!Sin!embargo,!al!estudiar!un!bajo!número! de! casos! (2! deleciones! AZFb! en! un! total! de! 32! pacientes! del! Hg! Q1a3a),! los!resultados!obtenidos!podrían!estar!sesgados!por!un!error!de!muestreo!y!por!lo!tanto!es!necesario! confirmarlo! con! una! muestra! poblacional! de! mayor! tamaño.! Nuestros!resultados,!obtenidos!a!partir!del!análisis!de!240!hombres!fértiles!del!Hg!Q1a2a1a1!sin!deleciones!clásicas,!avalan!lo!descripto!en!población!chilena!sobre!el!efecto!deletéreo!de!la!deleción!de!la!región!AZFb!y!su!mayor!incidencia!en!el!Hg!Q1a3a,!dada!la!ausencia!de!deleciones! AZFb! en! controles! fértiles! de! dicho! Hg.! Para! evaluar! la! prevalencia!aumentada!de!dicha!deleciones!en!pacientes!infértiles,!sería!necesario!analizar!un!mayor!número!de!pacientes!pertenecientes!al!Hg!Q,!tanto!de!Argentina!como!de!otros!países!de!Sudamérica,!además!de!confirmar!los!resultados!mediante!marcadores!adicionales!en!la!región!AZFb.!!
3.4.2.*Deleciones*parciales*de*AZFc*A! partir! del! análisis! de! deleciones! parciales! en! la! región! AZFc,! detectamos!microdeleciones! en! 8! de! 240! hombres! fértiles,! siendo! la! prevalencia! de! deleciones!parciales! en! el! Hg!Q1a2a1a1! de! 3,3%! (8/240).! La! Tabla! 3.4.2a! resume! las! deleciones!detectadas.! La! deleción! más! frecuente! fue! aquella! que! elimina! el! marcador! sY1291,!seguida! por! la! deleción! conjunta! de! los!marcadores! sY1197! y! sY1191,! en! el! extremo!proximal! de! la! región! AZFc.! La! deleciones! halladas! se! detectaron! tanto! en! población!urbana!de!Argentina!(cuyo!lugar!de!nacimiento!fuera!el!territorio!argentino!o!de!países!limítrofes)!como!en!poblaciones!aborígenes!aisladas!(Tablas!3.4.2!b!y!c).!
"
" "




Marcador*ausente* N* Frecuencia*(%)*sY1291! 4! 4/240!(1,66%)!sY1197!y!sY1191! 2! 2/240!(0,83%)!sY1191! 1! 1/240!(0,42%)!sY1206! 1! 1/240!(0,42%)!!
Tabla"3.4.2b.!Deleciones!encontradas!en!el!Hg!Q!en!población!urbana!
Marcador*ausente* N* Población*sY1291! 3! Argentina!(N=1)!y!Bolivia!(N=2)!sY1197!y!sY1191! 1! Bolivia!sY1191! 1! Bolivia!sY1206! 1! Paraguay!!
Tabla"3.4.2c.!Deleciones!encontradas!en!comunidades!aborígenes!aisladas!















3.4.3.*Mecanismos*de*deleción*postulados*para*las*deleciones*parciales*Para! evaluar! los! posibles! mecanismos! de! las! deleciones! parciales! de! la! región! AZFc!halladas,! se! analizó! la! presencia! de! los! principales! genes! localizados! en! dicha! región!(DAZ,!CDY,!BPY2,!PRY,!GOLGA2LY!y!CSGP4LY)! y! los!SFVs!de! los!genes!DAZ! y!CDY1,! que!permiten! conocer! los! genes! remanentes! de! la! deleción.! Las! Tablas! 3.4.3a! y! 3.4.3b!resumen! los! resultados!obtenidos!a!partir!de! las!muestras! con!deleciones!parciales.!A!





Deleción* DAZ" CDY" BPY2" PRY" GOLGA2LY" CSGP4LY"gr/gr! presente! presente! presente! presente! presente! presente!b2/b3! presente! presente! presente! presente! presente! presente!b3/b4! presente! presente! presente! presente! ausente* ausente*b1/b2! presente! presente! presente! ausente* presente! presente!!
Tabla"3.4.3b.!Tipificación!de!DAZ!y!CDY!en!muestras!con!deleción!
Deleción! DAZ1! DAZ2! DAZ3! DAZ4! CDY1A! CDY1B! Subtipo! N!gr/gr*! ausente* ausente* presente! presente! presente! ausente* g1/g3! 2!
ausente* ausente* ausente* presente! presente! presente! r1/r3! 1!b2/b3! presente! presente! ausente* ausente* ausente* presente! NC! 1!b3/b4! presente! presente! ausente* ausente* presente! presente! NC! 1!b1/b2! presente! presente! presente! presente! presente! presente! NC! 2!
*Debido! a! la! escasez! de! la!muestra! no! fue! posible! determinar! SFVs! en! una! de! las!muestras! con!
deleción!gr/gr.!NC:!no!corresponde!!
3.4.3.1."Subtipos"de"deleción"gr/gr"Los! subtipos! de! deleción! gr/gr! que! encontramos! entre! los! descendientes! de! nativo!americanos! fueron! DAZ1/2+CDY1B! (N=2)! y! DAZ1/2/3+CDY1A! (N=1).! En! una! de! las!muestras!no!fue!posible!realizar!la!tipificación!debido!a!la!escasez!de!la!misma.!!El!primer!subtipo!(g1/g3)!que!incluye!a!los!genes!DAZ1/2+CDY1B!podría!explicarse!por!una! inversión!b3/b4!seguida!por!una!deleción!gr/gr!(Figura!3.4.3a).!Las!muestras!que!presentaron!dicha!deleción! fueron!de!hombres! fértiles!provenientes!de!Bolivia!y!de! la!comunidad!Tehuelche.!La!deleción!g1/g3!había!sido!previamente!descripta!en!población!Yi!de!China,!únicamente!en!hombres!infértiles!(Ye!et!al!2013).!Sin!embargo,!en!población!europea!(de!Alemania,!Dinamarca,!España,! Italia!y!Hungría)!y!australiana,! se!encontró!tanto!en!pacientes!con!recuento!de!espermatozoides!normal!como!anormal!(Krausz!et!al!2009).!En!población!asiática,!el!subtipo!g1/g3!se!asoció!con!un!efecto!deletéreo!sobre!la!espermatogénesis! y! no! se! encontró! en! población! fértil;! a! diferencia! del! subtipo! r2/r3!que!se!encontró!en!forma!constitutiva!en!el!Hg!Q1!(Yang!et!al!2010).!!
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El!segundo!subtipo!(r1/r3)!(Figura!3.4.3b)!se!encontró!en!un!hombre!fértil!proveniente!de!Perú.!Dicha!deleción!podría!haber!ocurrido!por! recombinación!homóloga! entre! los!amplicones!r1!y!r3,!eliminándose!así!los!genes!DAZ1,!DAZ2!y!DAZ3.!La!deleción!r1/r3!se!ha!descripto!en!estudios!de!susceptibilidad!a!cáncer!testicular!aunque!no!fue!asociada!a!su!patogénesis!(Ferlin!et!al!2007).!!
"
3.4.3.2."Deleción"b2/b3"La!deleción!b2/b3!con!ausencia!de!DAZ3/4+CDY1A,!se!ha!detectado!en!un!hombre!fértil!proveniente!de!Bolivia.!El!mecanismo!por!el!cual!pudo!haber!ocurrido!dicha!deleción!fue!propuesto!como!un!mecanismo!de!dos!pasos!producido!por!una!inversión!gr/gr!seguida!de!deleción!b2/b3!(Figura!3.4.3c)!(Repping!et!al!2004).!!
3.4.3.3."Deleción"P1.1/P1.2"La! ausencia! de! sY1206! como! único! marcador! STS! faltante! y! de! los! genes!
DAZ3/4+CSGP4LY+GOLGA2LY! se! ha! detectado! en! un! hombre! fértil! proveniente! de!Paraguay.! Esta! deleción! podría! explicarse! por! una! recombinación! homóloga! entre! los!amplicones!b3!y!b4.!Dicho!patrón!de!deleción,! si!bien!es!poco! frecuente,! fue!descripto!previamente!en!población!china!e!italiana,!y!designada!como!deleción!b3/b4!(Ferlin!et!al!2005,! Choi! et! al! 2012).! Sin! embargo,! la! deleción! detectada! en! el! presente! trabajo! fue!positiva!para!los!genes!CDY1A!y!CDY1B,!según!lo!demostrado!por!el!análisis!SFVs.!Esto!sugiere!la!presencia!de,!por!lo!menos!un!fragmento!de!los!amplicones!amarillos!y1!y!y2.!Por!lo!tanto,!es!más!probable!que!la!deleción!se!haya!producido!entre!los!palíndromos!P1.1!y!P1.2,!localizando!el!punto!de!ruptura!entre!los!genes!CDY1!y!CSGP4LY,!dentro!del!amplicón!amarillo,!según!el!mecanismo!previamente!propuesto!(Figura!3.4.3d)!(Repping!
et!al!2002,!Ye!et!al!2013).!!!!




Figura" 3.4.3.! Posibles!mecanismos!que!explicarían! las!deleciones! encontradas.!A.!Deleción!gr/gr!
subtipo!g1/g3! (N=2)!B.!Deleción!gr/gr! subtipo! r1/r3! (N=1)!C.!Deleción!b2/b3! (N=1)!D.!Deleción!
P1.1/P1.2!(N=1)!E.!Deleción!b1/b2!(N=2)!
"
3.4.3.4."Deleción"b1/b2"Encontramos!también!un!tipo!de!deleción!parcial!que!abarca!los!marcadores!sY1197!y!sY1191! (en! dos! hombres! provenientes! de! Bolivia! y! de! la! comunidad! Guaraní)! que!también!carecían!del!STR!DYS448!y!de!ambas!copias!del!gen!PRY.!El!patrón!descripto!sugiere!que!se!trata!de!una!deleción!b1/b2.!El!mecanismo!de!la!deleción!b1/b2!ha!sido!
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postulado! mediante! un! primer! paso! de! inversión! gr/gr,! seguido! de! un! paso! de!eliminación! mediado! por! recombinación! no! homóloga! o! unión! de! extremos! no!homólogos! (NHEJ),! que! incluye! la! deleción! de! dos! copias! del! gen!DAZ! (DAZ3! y!DAZ4)!(Noordam! et! al! 2011).! Dicho! genotipo! fue! asociado! a! un! aumento! del! recuento!espermático! en! pacientes! pertenecientes! al! Hg! I1*.! Sin! embargo,! según! el! análisis! de!SFVs!en!las!muestras!del!Hg!Q,!no!se!observó!deleción!de!al!menos!una!de!las!copias!del!gen!DAZ,!ni!de!ningún!marcador!fuera!del!intervalo!b1/b2.!Por!lo!tanto,!se!sugiere!que!el!mecanismo! involucrado! en! la! deleción! descripta! es! mediado! por! recombinación!homóloga!o!NAHR!entre! los!amplicones!azules!b1!y!b2! (Figura!3.4.3e).!Dicha!deleción!fue! descripta! únicamente! en! población! china,! aunque! no! fue! posible! conocer! su!correlación!con! infertilidad!o! con!un!Hg!específico!dado!que!se! trata!de!un! trabajo!en!una!revista!china!y!únicamente!el!resumen!se!encuentra!disponible!en!inglés!(Cong!et!al!2010).!!
3.4.4.*Duplicaciones*posteriores*a*las*deleciones*parciales*en*el*Hg*Q*Al!realizarse!la!cuantificación!del!número!de!copias!de!los!genes!DAZ!y!CDY,!se!observó!que!en!todas!las!muestras!del!Hg!Q,! la!deleción!fue!seguida!por!una!duplicación!de!los!amplicones!remanentes.!El!número!de!copias!del!gen!DAZ! varió!entre!4!y!8!copias,!de!
CDY! de! 4! a! 12! copias,! y! de! CDY1! de! 2! a! 10! copias! (Tabla! 3.4.4).! Esto! sugiere! la!duplicación! de! los! amplicones! remanentes! luego! de! la! deleción.!Dicho!mecanismo! fue!descripto!previamente!tanto!en!pacientes!como!en!controles!y,!por!lo!tanto,!se!encuentra!asociado!tanto!a!la!restauración!del!número!de!copias!y!de!la!función!espermatogénica!normal! (Noordam! et!al! 2011),! como! a! falla! espermatogénica! (Lu! et!al! 2011).!Hasta! el!momento,! se! había! descripto! el! mecanismo! de! duplicación! como! consecuencia! de! las!deleciones!parciales!gr/gr!y!b2/b3.!A!partir!de!las!muestras!pertenecientes!al!Hg!Q,!se!vio! que! como! consecuencia! de! la! totalidad! de! las! deleciones! parciales! halladas,!ocurrieron!duplicaciones!posteriores.! Las!duplicaciones! fueron! tanto!del! par!de! genes!
DAZ1/DAZ2,!como!de!DAZ3/DAZ4.!Las!mismas!no!fueron!asociables!a!alteraciones!de!la!fertilidad,!ya!que! todas! las!muestras!pertenecían!a! la!población! fértil.!Estos!resultados!contradicen! lo! expuesto! por! de! Lu! et! al! (2011),! quienes! asocian! la! duplicación! de!
DAZ1/DAZ2! con! falla! espermatogénica,! observada! en! los! Hgs! N! y! O.! Por! el! contrario,!nuestros!resultados!evidencian!que!en!el!Hg!Q,!si!bien!ocurre!dicha!duplicación,!ésta!no!
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se! asocia! con! alteración! de! la! espermatogénesis,! sugiriendo! algún! tipo! de!mecanismo!compensatorio!en!este!último!Hg.!Cabe!destacar!que!se!evidenció!una!alta!variabilidad!en!el!número!de!copias!de!los!genes!
DAZ!y!CDY!específicamente!en!hombres!pertenecientes!al!Hg!nativo!americano!Q,!lo!cual!puede!deberse!a!la!inestabilidad!generada!por!la!deleción!parcial!previa!o!bien!a!factores!intrínsecos! a! la! estructura! del! cromosoma! Y! de! este! Hg.! En! ninguno! de! los! casos!previamente!descriptos,!se!detectaron!estos!mecanismos!en!relación!a!una!alteración!de!la! fertilidad! y! por! lo! tanto! se! sugiere! que! la! variabilidad! detectada! se! debe! a!características!polimórficas!del!Hg!Q.!
"
Tabla" 3.4.4.! Resultado! de! la! cuantificación! de! los! genes! DAZ! y! CDY! en! muestras! del! Hg! Q! con!
deleciones!parciales!de!AZFc!





" Se! descartó! la! presencia! de! la! deleción! b2/b3! como! constitutiva! en! el! Hg! Q3!descripta! por! Repping! et! al! (2004),! y! se! detectó! la! existencia! de! muestras!relacionadas!en!el!panel!para!detección!de!polimorfismos!de!Coriell!Cell!Repository,!empleado!para!su!caracterización!
" No! se! encontraron! deleciones! completas! de! las! regiones! AZFa,! AZFb! o! AZFc! en!hombres!fértiles!pertenecientes!al!Hg!Q1a2a1a1!
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" En! hombres! fértiles! pertenecientes! al! Hg! Q1a2a1a1,! se! encontraron! 4! tipos! de!deleciones!parciales!en!la!región!AZFc!(gr/gr,!b2/b3,!b1/b2!y!P1.1/P1.2)!sin!efecto!deletéreo!sobre!la!fertilidad!
" La!prevalencia!de!deleciones!parciales!polimórficas!de!la!región!AZFc!en!población!fértil!del!Hg!Q!fue!del!3,3%!
" Se! evidenció! la! existencia! de! duplicaciones! posteriores! a! todas! las! deleciones!detectadas!en!el!Hg!Q1a2a1a1!! !











obtenidos! en! otras! poblaciones,! este! capítulo! presenta! la! prevalencia! y! tipo! de!
microdeleciones! en! la! región! AZF! del! cromosoma! Y! en! una! cohorte! de! 170! pacientes!
infértiles!de!la!población!argentina.!Se!abarcó!el!análisis!de!microdeleciones!en!la!región!
AZF! y! determinación! del! Hg! de! cromosoma! Y,! correlacionando! estos! datos! con! los!
aportados!sobre!la!calidad!espermática!de!los!pacientes.!!
4.1.*Descripción*de*la*población*estudiada*Con!el!objetivo!de!correlacionar!los!hallazgos!moleculares!con!los!parámetros!de!calidad!espermática,! se! obtuvo! del! laboratorio! de! Fertilidad! del! Hospital! de! Clínicas! una!caracterización!completa!de!las!170!muestras!analizadas!con!respecto!a!los!parámetros!incluidos!en!el!espermograma!completo.!Todos!los!análisis!citológicos!se!llevaron!a!cabo!en!dicho!laboratorio,!por!personal!del!mismo,!y!fueron!derivados!mediante!codificación!numérica!salvaguardando!la!identidad!del!paciente.!!!
4.1.1.*Recuento*espermático*De!la!información!aportada!sobre!el!recuento!espermático!de!las!muestras!recolectadas,!se!obtuvieron!los!resultados!que!se!detallan!en!la!Tabla!4.1.1.!De!las!muestras!remitidas,!el! 68%! (N=116)! presentaron! un! recuento! normal! de! espermatozoides,! mientras! que!únicamente!el!14%!(N=24)!tuvieron!alteraciones!severas!como!azoospermia!o!recuento!menor!a!2x106!espermatozoides/mL.!!
" "




Recuento*espermático! N! Prevalencia*(%)!Azoospermia! 10! 5,9!Criptozoospermia! 3! 1,8!Oligozoospermia!severa!(<2x106/mL)! 11! 6,5!Oligozoospermia!(<15x106/mL)! 29! 17,2!Normozoospermia!(>15x106/mL)*! 116! 68,6!
Total! 169* **En! este! punto! se! evaluó! únicamente! el! recuento! normal! de! espermatozoides,! abarcando!estrictamente!el!termino!normozoospermia! todos!los!parámetros!del!semen!tanto!cuantitativos!como!cualitativos,!que!se!desarrollará!más!adelante!!!
4.1.2.*Movilidad*espermática*Para! evaluar! la!movilidad!espermática,! se! tomaron!únicamente! aquellas!muestras! con!presencia!de!espermatozoides!en!el!eyaculado,!por!lo!que!en!pacientes!azoospérmicos!y!criptozoospérmicos! dicha! determinación! no! fue! realizada.! Según! las! recomendaciones!de! la! OMS! 2010,! se! consideraron! la! totalidad! de! los! espermatozoide! móviles!(progresivos!y!no!progresivos),!y!se!tomó!como!límite!inferior!de!referencia!el!40%!de!espermatozoides!móviles.!Los! resultados,!que!se!detallan!en! la!Tabla!4.1.2,! evidencian!que!aprox.!el!50%!de!los!pacientes!presentaron!alteraciones!de!la!movilidad.!!
Tabla"4.1.2.!Resumen!de!resultados!de!la!movilidad!espermática!
Movilidad*(PR+NP)! N! Prevalencia*(%)!Normal!(>40%)! 72! 46,2!Astenozoospermia!(<40%)! 84! 53,8!
Total! 156* !!
4.1.3.*Morfología*espermática*De!igual!manera!que!para!los!demás!parámetros!cualitativos!del!semen,!para!evaluar!la!morfología! espermática! se! tomaron! únicamente! aquellas! muestras! con! presencia! de!espermatozoides!en!el!eyaculado.!Según!las!recomendaciones!de!la!OMS!2010,!se!tomó!como!límite!inferior!de!referencia!el!4%!de!espermatozoides!con!formas!normales.!Los!
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resultados! obtenidos! ponen! de! manifiesto! que! el! 20%! de! los! pacientes! presentan!alteración!de!la!morfología!espermática!(Tabla!4.1.3).!!
Tabla"4.1.3.!Resumen!de!resultados!de!morfología!
Morfología* N! Prevalencia*(%)!Normal!(>4%)! 119! 79,9!Teratozoospermia!(<4%)! 30! 20,1!
Total! 149* !!
4.1.4.*Evaluación*cuali/cuantitativa*del*semen*Para!evaluar!los!parámetros!espermáticos!en!forma!conjunta,!los!mismos!se!agruparon!según!los!parámetros!afectados!en!normozoospermia!(todos!los!parámetros!normales),!oligoastenoteratozoospermia! (alteración! de! la! cantidad,! movilidad! y! morfología),!astenoteratozoospermia! (movilidad! y! morfología),! oligoastenozoospermia! (cantidad! y!movilidad)!y!oligoteratozoospermia!(cantidad!y!morfología).!Los!resultados!obtenidos,!que! se! detallan! en! la! Tabla! 4.1.4,! muestran! que! únicamente! el! 24%! (N=41)! de! los!pacientes!presentó!características!cuali/cuantitativas!del!semen!normales,!mientras!que!el!76%!(N=128)!presentó!algún!tipo!de!alteración.!!!
Tabla"4.1.4.!Resultados!de!la!evaluación!cuali/cuantitativa!del!semen!
Fenotipo*espermático* N! Prevalencia*(%)!Normozoospermia! 41! 24,3!Oligoastenoteratozoospermia! 14! 8,3!Astenoteratozoospermia! 9! 5,3!Oligoastenozoospermia! 6! 3,5!Otros! 99! 58,6!
Total! 169* !!El! análisis! de! los! fenotipos! espermáticos! de! los! pacientes! permitió! correlacionar! la!presencia!de!microdeleciones!con!alteraciones!cualitativas!o!cuantitativas!específicas,!lo!cual!se!desarrollará!más!adelante!en!este!capítulo.!!
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4.2*Análisis*Molecular**Para! todas! las! muestras! se! analizaron! microdeleciones! completas! y! parciales! de! la!región! AZF! y! el! haplogrupo! de! cromosoma! Y.! Aquellas! muestras! que! presentaron!deleciones,! se! analizaron,! en! una! segunda! etapa! para! determinar! la! extensión! de! la!deleción!y!el!contenido!génico,!en!cuanto!a!su!tipo!y!número!de!genes.! 
 
4.2.1*Prevalencia*de*Hgs**A! partir! del! análisis! de! SNPs! diagnósticos! de!Hg,! se! determinó! que! la!mayoría! de! los!pacientes!pertenecen!al!Hg!europeo!R1b,!en!concordancia!con!lo!previamente!descripto!para!la!población!urbana!argentina!(Corach!et!al!2010).!Sin!embargo,!la!distribución!de!Hgs!fue!significativamente!diferente!entre!la!población!urbana!previamente!estudiada!y!la! población! de! pacientes! infértiles! analizada! en! el! presente! trabajo! (p=0,01)! (Figura!4.2.1).!!
!
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Provincia!de!Buenos!Aires!y!Capital!Federal!(CENTRO),!representando! las!mismas!una!población! étnicamente! similar! a! la! que! concurre! al! Hospital! de! Clínicas.! A! partir! del!análisis!de!las!muestras!del!“centro”,!se!vio!que!la!diferencia!en!la!distribución!de!los!Hgs!resultaba! no! significativa! (p=0,394)! (Figura! 4.2.2).! Por! lo! tanto,! concluimos! que! la!diferencia! observada! se! debería! a! la! diferencia! en! la! distribución! de! Hgs! entre! las!distintas!regiones!de!nuestro!país,!y!no!a!una!predisposición!de!ciertos!haplogrupos!a!padecer!infertilidad.!!!!
!
Figura" 4.2.2.! Frecuencias! de! Hgs! en! la! población! del! centro! de! Argentina! (A)! y! en! pacientes!
infértiles!(B).!
!A! partir! de! los! resultados! obtenidos,! se! evidenció! que! la! frecuencia! del! Hg! nativo!americano! Q3! se! encontraba! aumentada! en! pacientes! infértiles! con! respecto! a! la!población!control.!Sin!embargo,!al!comparar!estadísticamente!dicha!diferencia,!la!misma!resultó!no!significativa!(p=0,177!para!Argentina!y!p=0,171!para!el!centro).!!
4.2.2.*Prevalencia*de*microdeleciones**
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Figura" 4.2.2.1.! Resultados! de! STSs! para! muestras! con! deleción! gr/gr! (ID=58559),! b2/b3!
(ID=58277);!b1/b3!(ID=58405)!y!b2/b4!(ID=58586).!
" "




ID! AZF! YaSTSs! Deleción!58403! Sin!deleciones! del!sY1291! gr/gr!58533! Sin!deleciones! del!sY1291! gr/gr!58559! Sin!deleciones! del!sY1291! gr/gr!58277! Sin!deleciones! del!sY1191! b2/b3!58715! Sin!deleciones! del!sY1191! b2/b3!58405! Sin!deleciones! del!sY1291/1191/1197! b1/b3!58586! delAZFc! del!sY1291/1191/1206! b2/b4!
del:!deleción!!
4.2.2.2."Tipificación"de"microdeleciones"parciales"Dentro! de! las! deleciones! parciales! gr/gr,! se! evidenció! que! todas! las! muestras!presentaban!subtipos!de!deleción!diferentes.!Mediante!el!análisis!de!SFVs!de! los!genes!
DAZ!y!CDY!en!los!pacientes!con!deleciones!gr/gr,!se!diferenciaron!3!subtipos!de!deleción!previamente!descriptos!(Krausz!et!al!2009).!El!primer!subtipo!incluye!la!eliminación!de!los! genes! DAZ1! y! DAZ2! junto! con! el! gen! CDY1A,! lo! cual! puede! explicarse! mediante!recombinación! entre! los! amplicones! g1/g2! o! r1/r3! (subtipo! I! según! Krausz! et! al).! El!segundo! subtipo! incluye! la! eliminación! de! los! genes! DAZ3! y! DAZ4! junto! con! el! gen!
CDY1A,!que!puede!explicarse!por!recombinación!entre!los!amplicones!r2/r4!(subtipo!II).!Sin!embargo,!el! tercer! subtipo!de!deleción!de! los!genes!DAZ1! y!DAZ2! junto!con!el!gen!
CDY1B! no! puede! explicarse! mediante! un! único! evento! de! recombinación,! siendo!necesaria! la! inversión! previa! b3/b4! seguida! de! recombinación! y! eliminación! g1/g3! o!r1/r3!(subtipo!III).!Los!resultados!obtenidos!de!la!tipificación!de!los!genes!remanentes!de!las!deleciones!se!resumen!en!la!Tabla!4.3.2!y!los!mecanismos!de!deleción!propuestos!por!Ye!et!al!(2013)!y!que!justifican!los!haplotipos!hallados!en!los!pacientes!estudiados!se!esquematizan!en!la!Figura!4.3.2.1.!!!En!ambas!muestras!con!deleción!b2/b3,!mediante!el!análisis!de!SFVs,!se!determinó!que!presentan!el!mismo!subtipo!de!deleción!eliminándose!en!ambos!casos! los!genes!DAZ1,!
DAZ2! y! CDY1B.! En! este! caso! el! mecanismo! de! deleción! podría! haber! involucrado! dos!etapas:! la! primer! etapa! de! inversión! y1/y2! o! conversión! génica! de! las! copias! del! gen!
CDY1,!y!una!segunda!etapa!de!recombinación!seguida!de!deleción!entre!los!amplicones!gr/gr.!Dicho!subtipo!de!la!deleción!b2/b3!fue!previamente!descripto!en!población!china!












































































































Fig. 1  Representation of AZFc structure and arrangement 
(a) The structures of amplicons, locations of sequence-tagged sites, and transcription units of DAZ and CDY1 gene families 
(Zhang et al., 2007); (b) The gr/gr deletion and sub-types (Krausz et al., 2009); (c) The gr/gr deletion following b3/b4 inver-
sion and sub-types (Krausz et al., 2009); (d) The b2/b3 deletion following gr/rg inversion (Zhang et al., 2007); (e) The b2/b3 













4.2.3.*Duplicación*de*los*genes*CDY1*y*CDY2*luego*de*la*deleción*Mediante! la! cuantificación!del!número!de!copias!de! los!genes!DAZ! y!CDY,! se! identificó!una!duplicación!del!gen!CDY1!posterior!a!la!deleción.!Se!observó!una!disminución!de!la!dosis!del!gen!DAZ! (de!4!a!2!copias),!en!concordancia!con! la!deleción!detectada.!Por!el!contrario,! no! se! observó!disminución!del! número!de! copias! del! gen!CDY1,! que!parece!haber! restaurado! su! estado! normal! de! número! de! copias! (2)! (Krausz! et! al! 2009).! La!cronología!de!la!duplicación!posterior!a!la!deleción!se!confirmó!mediante!el!análisis!del!haplotipo!remanente!en!el!cual!se!evidencia!que!ambas!copias!del!gen!CDY1!son!iguales!(CDY1A!ó!CDY1B),!sugiriendo!duplicación!de! la!única!copia!remanente.!También!se!vio!en! dos! casos! un! aumento! del! número! de! copias! del! gen! CDY! a! causa! del! gen! CDY2!(aumento!de!CDY!de!4!a!6!copias).!!El! análisis! de! las! variantes! alélicas! del! STR! DYS464! permitió! estimar! y! confirmar! el!número!de!copias!del!gen!DAZ.!Los!resultados!obtenidos!indicarían,!que!los!fragmentos!donde!se!localiza!tanto!el!gen!DAZ!como!el!STR!DYS464!se!encuentran!repetidos!como!mínimo! 2! veces.! La! presencia! de! 1! o! 2! variantes! alélicas,! adicionalmente! a! la!cuantificación! del! gen! DAZ,! confirman! la! deleción! de! amplicones! rojos! (r)! en! las!muestras!analizadas.!Las!características!de!cada!muestra!con!deleción!se!describen!en!la!Tabla!4.2.3.!
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DAZ1 DAZ2 DAZ3 DAZ4CDY1A CDY1B
PRY PRY CSGP4LY GOLGA2LY CSGP4LY GOLGA2LY
BPY2 BPY2 BPY2
b1 b2 b3 b4g1g2g3u1 y1 y2u2 u3
inversión y1/y2





delecion b2/b3 de infertiles con DAZ1/DAZ2 y CDY1B






ID! Deleción! DAZ! CDY! CDY1! DYS464! Subtipo*58403! gr/gr! 2! 4! 2! 13n15! DAZ1/DAZ2+CDY1B!58533! gr/gr! 2! 6! 2! 15! DAZ1/DAZ2+CDY1A!58559! gr/gr! 2! 4! 2! 13! DAZ3/DAZ4+CDY1A!58277! b2/b3! 2! 4! 2! 13! DAZ1/DAZ2+CDY1B!58715! b2/b3! 2! 6! 2! 11n13! DAZ1/DAZ2+CDY1B!!
4.2.4.*Asociación*entre*microdeleciones*y*Hgs*Si!bien!la!composición!étnica!del!grupo!de!pacientes!estudiado!no!fue!estadísticamente!diferente!a! la!población!urbana!del!centro!de!Argentina,! las!deleciones!encontradas!en!estos!pacientes!se!circunscribieron!particularmente!a!los!Hgs!G2a,!E1b1b!y!J2!(en!orden!decreciente! de! prevalencia)(Tabla! 4.2.4).! Como! se! detalló! previamente,! el! Hg! G2a! se!encuentra! en! alta! proporción! en! medio! oriente! y! en! la! región! del! Mediterráneo,!especialmente! en! Italia.! El! Hg! E1b1b! proviene! de! África! y! también! se! encuentra!altamente! distribuido! en! la! región! del! Mediterráneo.! El! Hg! J2! es! característico! de!población!judía.!Dado!el!origen!de!la!población!argentina,!es!probable!que!los!Hgs!G2a!y!E1b1b!en!nuestra!población!provengan!de!Italia!o!España.!Dentro!de!la!totalidad!de!las!muestras! pertenecientes! a! dichos! Hgs,! las! muestras! con! deleción! presentaron! una!prevalencia! aumentada! de! estos! Hgs! (36%! del! Hg! G2a! y! 9%! del! Hg! E1b1b).! Estos!resultados! sugieren! que! los! Hgs! mencionados! podrían! presentar! factores! que!predisponen!a!microdeleciones!parciales!de!la!región!AZFc.!!!
Tabla"4.2.4.!Hgs!de!las!muestras!con!microdeleciones!
ID! Deleción! Hg!58403! gr/gr! G2a!58533! gr/gr! G2a!58559! gr/gr! E1b1b!58277! b2/b3! G2a!58715! b2/b3! G2a!58405! b1/b3! J2!58586! b2/b4! E1b1b!




4.2.5.*Asociación*entre*las*deleciones*y*la*calidad*espermática*en*diferentes*Hgs*A! partir! de! la! correlación! entre! las! microdeleciones! y! el! fenotipo! espermático,! se!detectaron! deleciones! parciales! de! la! región!AZFc! en! pacientes! normozoospérmicos! u!oligozoospérmicos! con! distinto! grado! con! alteración! de! la! movilidad! y/o! morfología!(oligoastenoteratozoospermia),! y! no! en! pacientes! azoospérmicos.! Por! el! contrario,! la!deleción! completa! de! la! región! AZFc! se! detectó! únicamente! en! un! paciente! con!criptozoospermia.! La! frecuencia! global! de! deleciones! en! pacientes! azoospérmicos! o!criptozoospérmicos! fue! del! 7,7%! (1/13),! de! 7,5%! en! oligozoospérmicos! (3/40)! y! de!2,6%! en! normozoospérmicos! (3/116).! La! diferencia! en! la! prevalencia! de! deleciones!entre! pacientes! azoospérmicos! y! normozoospérmicos,! así! como! entre!oligozoospérmicos! y! normozoospérmicos! fue! estadísticamente! no! significativa!(p=0,3496! y! p=0,1759! respectivamente),! sugiriendo! que! no! existe! asociación! entre!microdeleciones! y! recuento! espermatogénico! en! pacientes! con! infertilidad! idiopática!(no!seleccionada!según!recuento!espermático).!Dentro! del! subngrupo! de! pacientes! azoospérmicos,! la! deleción! AZFc! presentó! una!prevalencia!del!10%!(1/10),!encontrándose!este!valor!en!el!límite!superior!descripto!a!nivel!mundial!(2,5n10%)(Simoni!et!al!2008).!Sin!embargo,!es!necesario!el!estudio!de!un!mayor! número! de! pacientes! azoospérmicos! para! confirmar! dicho! valor,! lo! cual! será!expuesto!en!el!capítulo!5!del!presente!trabajo.!Si!bien!se!observó!disminución!de!la!movilidad!y!morfología!en!pacientes!con!deleciones!parciales,! dado!que!en! su!gran!mayoría!dichas! alteraciones! se! encuentran!asociadas!a!factores!ambientales!y!no!genéticos,!no! resulta!posible! sacar! conclusiones!al! respecto.!Sería! necesario! evaluar! los! factores! ambientales! en! dichos! pacientes! para! asociar! o!descartar!el!efecto!específico!de!las!deleciones!parciales!sobre!la!calidad!espermática.!Los!resultados!de! los!perfiles!espermáticos!de! los!pacientes!con!deleciones!se!detallan!en!la!Tabla!4.2.5.!!
" "





(x106*Ez/ml)! Movilidad*a+b*(%)! Morfología*(%)! Hg! Deleción!58533! 27,3! 40,9! 7! G2a! gr/gr!58559! 37,4! 33,6! 4! E1b1b! gr/gr!58403! 5,2! 11,2! 5! G2a! gr/gr!58277! 108,0! 37,7! 1! G2a! b2/b3!58715! 2,7! 12,2! 1! G2a! b2/b3!58405! 0,6! 6! 0! J2! b1/b3!58586! 0,000001! ND! ND! E1b1b! b2/b4!
ND:!no!determinado!!
4.2.6.*Distribución*de*Hgs*en*pacientes*azoospérmicos*sin*deleciones*Por!otro!lado,!dentro!de!la!categoría!de!pacientes!azoospérmicos!sin!deleciones,!se!vio!un!aumento!de!la!prevalencia!de!los!Hgs!R1b1a2!(60%;!6/10),!Q1a2a1a1!(30%;!3/10)!y!E1b1b!(10%;!1/10).!Si!bien!es!esperable!el!aumento!de!prevalencia!del!Hg!R1b1a2,!dado!que! es! el! más! frecuente! en! la! población! argentina,! no! ocurre! los! mismo! con! el! Hg!Q1a2a1a1.!Este!último!tiene!una!frecuencia!del!5%!en!la!población!urbana!y!por!lo!tanto!resulta!llamativo!el!aumento!de!la!prevalencia!del!Hg!Q!en!los!pacientes!azoospérmicos!sin! deleciones! detectadas.! Esta! diferencia! no! resultó! lo! suficientemente! significativa!(p=0,0556),!debido!al!bajo!número!de!pacientes!azoospérmicos!estudiados,!sin!embargo!esto! sugiere! que! en! el! Hg! Q! podrían! estar! actuando! otros! factores! genéticos! aún! no!estudiados,! posiblemente! asociadas! al! cromosoma! Y,! por! lo! cual! sería! necesario!profundizar!su!estudio.!Los!resultados!mencionados!se!detallan!en!la!Tabla!4.2.6.!!
Tabla"4.2.6.!Resultado!de!distribución!de!Hgs!en!pacientes!azoospérmicos"
Hg* N* Prevalencia*(%)*R1b! 6! 60!Q1a3a1! 2! 20!E1b1b! 1! 10!Q1a! 1! 10!!
 *




" A!partir!del!análisis!de!pacientes!con!infertilidad!sin!causa!aparente,!no!se!observó!una! diferencia! significativa! en! la! distribución! de! Hgs! con! respecto! a! la! población!urbana! de! Argentina,! indicando! que! no! existe! una! predisposición! intrínseca! de!determinados!Hgs!a!padecer!infertilidad!
" La!prevalencia!de!microdeleciones!en!pacientes!infértiles!con!causa!idiopática!fue!de!4,1%,! representando! los! tipos! de! deleción!más! frecuentes! a! nivel!mundial! (gr/gr,!b2/b3,!b1/b2!y!AZFc)!
" No! se! encontró! una! diferencia! significativa! en! la! prevalencia! de! microdeleciones!entre! pacientes! normozoospérmicos! y! aquellos! con! recuento! espermático!disminuido,!descartándose!la!asociación!entre!las!microdeleciones!y!la!disminución!de!recuento!espermático!en!el!grupo!de!pacientes!infértiles!estudiados!!
" Se!evidenció!la!duplicación!de!los!genes!CDY1!y!CDY2,!no!así!del!gen!DAZ,!posterior!a!la!deleción!parcial!detectada*
" Las! muestras! con! deleciones! se! circunscribieron! específicamente! a! los! Hgs! G2a,!E1b1b!y! J2,!sugiriendo!un!aumento!de! la!predisposición!de!estos!Hgs!a!deleciones!parciales!sin!una!clara!consecuencia!patogénica*
" Se!observó!un!aumento!de!la!prevalencia!del!Hg!Q!en!pacientes!azoospérmicos!sin!deleciones!(30%)!con!respecto!a!la!población!urbana!argentina!(5%),!sugiriendo!la!existencia! de! otro! factor! genético! asociado! al! cromosoma! Y! aún! no! estudiado! en!dicho!Hg!!*!! !
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5.* Prevalencia* y* efecto* de* microdeleciones* en* pacientes* azoospérmicos* y*
oligozoospérmicos*severos*de*la*población*argentina*!
Sinopsis"
A!partir!de! los! resultados!descriptos!en!el! capítulo!anterior,!dada! la!baja!prevalencia!de!
microdeleciones! en! pacientes! con! esterilidad! sin! causa! aparente! y! recuento! espermático!
variable,! se! propuso! acotar! el! análisis! a! una! población! de! pacientes! azoospérmicos! y!
oligozoospérmicos! severos.! Según! lo! inferido! a! partir! de! la! población! europea,! dicha!
población!de!pacientes!presenta!la!mayor!prevalencia!de!microdeleciones!del!cromosoma!
Y.!El!presente!capítulo!describe!los!resultados!de!la!caracterización!de!la!región!AZF!y!Hgs!
del! cromosoma! Y! en! una! cohorte! de! 90! pacientes! azoospérmicos! u! oligozoospérmicos!
severos,! y! su! correlación! con! los! parámetros! espermáticos! y! resultados! de! biopsias!
testiculares.!!
5.1.*Descripción*de*la*población*estudiada*Con!el!objetivo!de!correlacionar!los!hallazgos!moleculares!con!los!parámetros!de!calidad!espermática!y!resultados!de!biopsias!testiculares,!se!solicitaron!las!historias!clínicas!de!los! 90! pacientes! incluidos! en! el! estudio.! Se! registraron! los! resultados! del! recuento!espermático!y!los!resultados!de!las!biopsias!testiculares!(en!caso!de!haberse!realizado).!!
*
5.1.1.*Recuento*espermático*Los!pacientes!analizados!se!agruparon!según!su!recuento!espermático!en!azoospérmicos!(que! incluyeron! azoospérmicos! y! criptozoospérmicos)! y! oligozoospérmicos! (que!incluyeron! todos! aquellos! con! recuento! espermático! menor! a! 2x106!espermatozoides/mL).! De! los! 90! pacientes! estudiados,! 5! fueron! excluidos! debido! a!condiciones!preexistentes,!no!detectadas!al!momento!de!la!toma!de!muestra.!Teniendo!en! cuenta! esta! clasificación,! la! distribución! de! los! pacientes! estudiados! entre! ambos!grupos!se!detalla!en!la!Tabla!5.1.1.!!
" "




Perfil*espermático* N*Azoospérmicos! 60!Oligozoospérmicos! 25!
Total* 85*!
5.1.2.*Biopsias*testiculares*En!aquellos!pacientes!en!los!que!la!biopsia!testicular!fue!indicada!por!el!médico!tratante,!se! recolectaron! los! resultados! de! dichas! biopsias! para! evaluar! si! la! espermatogénesis!ocurre!de!manera!normal! (presencia!de!espermatozoides!en!el! testículo)!o!existe! falla!espermatogénica!(ausencia!de!espermatozoides!y!presencia!de!serie!germinal!inmadura!y/o!solo!células!de!Sertoli).!Se!obtuvieron!resultados!de!biopsias!para!25!pacientes,!los!cuales!se!detallan!en!la!Tabla!5.1.2.!!
Tabla"5.1.2.!Resumen!de!resultados!de!biopsias!testiculares!y/o!TESE!
Resultado*de*la*biopsia* N*Espermatogénesis!normal! 12!Falla!espermatogénica!–!SCOS!! 7!Falla!espermatogénica!–!serie!inmadura! 6!
Total* 25*!
5.2.*Análisis*molecular*Para! todas! las! muestras! se! analizaron,! microdeleciones! completas! y! parciales! de! la!región!AZF,!y!el!haplogrupo!de!cromosoma!Y.!Las!muestras!que!presentaron!deleciones,!se! analizaron,! en! una! segunda! etapa! para! determinar! la! extensión! de! la! deleción! y! el!contenido!génico!de!la!región!AZFc,!en!cuanto!al!tipo!y!número!de!genes.!!
 
5.2.1.*Distribución*de*Hgs**A!partir!del!análisis!de!los!SNPs!diagnósticos!de!Hg,!se!determinó!que!la!mayoría!de!los!pacientes! azoospérmicos! y! oligozoospérmicos! estudiados! pertenecen! al! Hg! europeo!R1b1a2,!en!concordancia!con! los!resultados!descriptos! tanto!para! la!población!urbana!de! la! República! Argentina! (Corach! et! al! 2010),! como! para! la! población! infértil! de!Argentina! (descripta! en! el! capítulo! 4).! La! distribución! de! Hgs! fue! significativamente!diferente!entre!la!población!urbana!descripta!por!Corach!et!al!(2010)!y!la!población!de!pacientes!azoospérmicos/oligozoospérmicos!analizada!en!el!presente!trabajo!(p=0,024)!





Figura" 5.2.1.! Frecuencias! de! los! Hgs! en! la! población! urbana! (A)! y! pacientes! azoospérmicos! u!
oligozoospérmicos!(B). !Al!igual!que!en!el!capítulo!anterior,!al!acotar!el!análisis!y!comparar!únicamente!con!las!muestras!del!“centro”,!se!vio!que!la!diferencia!en!la!distribución!de!los!Hgs!resultaba!no!significativa!(p=0,187)!(Figura!5.2.2).!Por!lo!tanto,!la!diferencia!observada!se!debería!a!la!distribución!diferencial!de!Hgs!entre!las!distintas!regiones!de!nuestro!país,!y!no!a!una!susceptibilidad!de!ciertos!grupos!étnicos!a!falla!espermatogénica.!!!
!
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!A! partir! de! los! resultados! obtenidos,! se! evidenció! una! frecuencia! aumentada! del! Hg!nativo!americano!Q!en!pacientes!azoospérmicos!con!respecto!a!la!población!urbana.!Sin!embargo,!al!evaluar!estadísticamente!dicha!diferencia,!la!misma!resultó!no!significativa!(p=0,128! para! Argentina! y! p=0,122! para! el! centro),! descartándose! una! mayor!predisposición! a! la! falla! espermatogénica! de! hombres! pertenecientes! al!Hg!Q,! al! igual!que!lo!expuesto!en!el!capítulo!anterior.!!
5.2.2.*Caracterización*de*microdeleciones**
5.2.2.1."Prevalencia"de"microdeleciones"completas"y"parciales"De!la!totalidad!de!las!muestras!analizadas,!11!presentaron!microdeleciones!de!la!región!AZF.!De!ellas,!8!fueron!deleciones!de!una!o!varias!subnregiones!completas!(AZFc,!AZFb!y!AFZbc),!y!2!deleciones!parciales!de! la! región!AZFc!(gr/gr)(Figuras!5.2.2.1a!y!5.2.2.1b).!En!total,! las!muestras!con!deleción!representaron!el!11,1%!de! las!muestras!analizadas!(10/90).!La!deleción!más!frecuente!en!pacientes!azoospérmicos!fue!la!deleción!completa!de! la! región!AZFc! (7%;!6/85),! seguida!por! la!deleción!parcial! gr/gr! (2,4%;!2/85).! Las!deleciones! de! la! regiones!AZFb! y! AZFbc! fueron! las!menos! frecuentes! (1,2%;! 1/85,! en!ambos!casos).!!Teniendo! en! cuenta! la! totalidad! de! las! deleciones! detectadas,! la! proporción! de! las!mismas!fue:!60%!deleciones!de!AZFc,!20%!deleciones!gr/gr,!y!10%!de!deleciones!AZFb!y!AZFbc.!Esta!distribución!se!condice!con!lo!descripto!por!Krausz!et!al!(2014),!sin!bien!el!bajo!número!de!pacientes!analizados!hace!que!aumente!la!prevalencia!de!las!deleciones!menos!frecuentes.!No! se! encontraron! deleciones! completas! de! la! región! AZFa,! ni! deleciones! parciales!b1/b3! o! b2/b3.! La! deleción! de! la! región! AZFabc! completa! no! ha! sido! incluida! en! el!cálculo!de!prevalencia!y!será!considerada!específicamente!en!el!punto!5.2.2.5.!La!Tabla!5.2.2.1! detalla! las! deleciones! encontradas! en! pacientes! azoospérmicos! y!oligozoospérmicos!severos.!La!Figura!5.2.2.1c!esquematiza!la!localización!y!extensión!de!las!deleciones!AZFb,!AZFbc!y!AZFc,! junto!con!su!contenido!génico!(NavarronCosta!et!al!2010).!!









Deleción! AZF! AZFc! Prevalencia!AZFabc! del!sY85/sY127/sY255! deleción!de!todos!los!marcadores! 1,2%!(1/85)!AZFbc! del!sY127/sY255! del!sY142/1197/1191/1291/1206! 1,2%!(1/85)!AZFb! del!sY127! del!sY1261! 1,2%!(1/85)!AZFc! del!sY255! del!sY1191/1291/1206! 7%!(6/85)!gr/gr! SD! del!sY1291! 2,4%!(2/85)!
del:!deleción;!SD:!sin!deleción!!








5.2.2.2.1."Deleción"AZFbc"A!partir!del!análisis!de!marcadores!STSs!y!STRs!localizados!en!regiones!no!codificantes!distribuidas! a! lo! largo! del! cromosoma! Y,! se! determinó! que! la! deleción! AZFbc! abarca!aproximadamente! 8,3! Mb! entre! las! posiciones! 18.499.245! (sY1261)! y! 26.867.379!(sY1201)!(NCBI36/hg18).!La!deleción!de! la!región!AZFbc! incluye! los!genes!DAZ,!CDY1,!
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AZFb deletion = 6.23Mb
AZFb + c deletion = 7.7Mb
AZFc deletion = 3.5Mb
Figure 2: Schematics on the genomic architecture and gene content of the reference AZFa, AZFb and AZFc regions of the human Y
chromosome. Central ideogram depicts the Y chromosome with the pseudoautosomal regions represented by black boxes at the tips of
the chromosome (PAR1 and PAR2, respectively), the three heterochromatic domains indicated in grey (the centromeric region, the satellite
repeat array embedded in Yq euchromatin, and the Yq heterochromatic block) and euchromatin in blue. The genomic organization of the
AZFa region is depicted in the top half of the figure. This region maps from approximately 12.9 to 13.7 Mb of the chromosome and contains
two single copy genes: USP9Y and DDX3Y (represented in scale by two oriented triangles indicating 5′-3′ polarity). AZFa is flanked by two
human endogenous retrovirus (HERV) elements that mediate the occurrence of AZFa deletions via non-allelic homologous recombination.
The genomic organization of the reference AZFb and AZFc regions, as defined by the occurrence of specific deletion patterns, are depicted
in the bottom half of the figure. AZFb maps from approximately 18 to 24.7Mb of the chromosome and AZFc from ∼23 to ∼26.7Mb. Both
regions feature multiple stretches of ampliconic sequences, represented by block arrows. The amplicons are divided in six colour-coded
sequence families (yellow, blue, turquoise, green, red and grey) with each unit being coded according to a binomial notation indicative of
family type and copy number [20]. The size and orientation of the arrows is representative of amplicon length and polarity, respectively. The
organization of amplicons in symmetrical arrays of contiguous repeat units (palindromes P1 to P5) is represented by large triangles. AZFb
is defined by the P5/proximal P1 deletion (yel3/yel1), and AZFc by the b2/b4 deletion. Single copy domains are depicted in white and the
DYZ19 satellite repeat in grey. The spacers between the two red amplicon clusters are identical between them. Transcription unit allocation
to these regions is observable below the architecture map. For a more precise mapping of the genetic determinants please consult Figure 3.
3.1. AZFa Gene Content
3.1.1. USP9Y. The USP9Y protein is an ubiquitin-specific
protease and member of the C19 cystein peptidase fam-
ily. These enzymes promote the intracellular cleavage of
ubiquitin molecules from ubiquitinated proteins [28, 29].
Appropriately, a role for USP9Y in the regulation of protein
turnover during spermatogenesis has been proposed [30,
31]. USP9Y shares 91% identity with its X homologue
(USP9X) suggesting that both target similar molecules and
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!Según!clasificaciones!previas,!la!deleción!AZFbc!presenta!dos!patrones!diferentes:!P5/P1!distal! y! P4/P1! distal! (Figura! 1.3.4! del! capítulo! 1)(Repping! et! al! 2002).! La! deleción!descripta! en! la! presente! tesis! corresponde! al! patrón! P4/P1! distal,! dado! que! dicha!deleción! no! abarca! al! gen! CDY2! (a! diferencia! del! patrón! P5/P1! distal).! Sin! embargo,!ambos!patrones!de!deleción!previamente!descriptos! eliminan!una!única! copia!del! gen!
CDY1,! dejando! copias! remanentes! del!mismo.! En! el! caso! aquí! descripto,! se! determinó!que! no! existen! copias! remanentes! del! gen! CDY1.! Esto! puede! explicarse! mediante! un!mecanismo! alternativo! de! deleción! de! la! totalidad! del! palíndromo! P1,! o! mediante! la!conversión! génica! de! la! copia! remanente! del! gen! CDY1! a! CDY2,! ocurrida! previa! o!posteriormente! a! la! deleción.! Dado! que! la! deleción! aquí! descripta! abarca! un! tamaño!mayor! a! la! descripta! por! Repping! et! al! (2002)(8,3! Mb! vs.! 7! Mb),! y! que! elimina! la!totalidad! de! las! copias! del! gen! CDY1,! sería! más! probable! que! dicha! deleción! elimine!completamente!el!palíndromo!P1.!!!!
5.2.2.2.2."Deleción"AZFb"Mediante! el! análisis! de! marcadores! STSs! y! STRs! se! determinó! que! la! deleción! AZFb!detectada! abarca! aproximadamente! 7! Mb,! entre! los! marcadores! DYS390! y! sY142!(GRCh38).! Llamativamente,! esta! deleción! no! concuerda! con! el! patrón! descripto! por!Repping!et!al!(2002)!para!la!deleción!AZFb!o!P5/P1!proximal,!dado!que!los!marcadores!sY142!y!DYS448!(localizados!en!la!región!AZFc)!se!encuentran!presentes.!Esto!indicaría!que! la!deleción!que!presenta! el! paciente! (ID=91),! incluye!únicamente! la!porción!de! la!región! AZFb! que! no! se! superpone! con! la! región! AZFc.! A! partir! del! análisis! de! los!principales! genes! candidatos! de! la! espermatogénesis,! se! observó! que! dicha! deleción!incluye!únicamente!el!gen!CDY,!produciendo!una!disminución!del!número!de!copias!del!mismo!a!expensas!del!gen!CDY2.!También!se!observó!una!disminución!del!número!de!copias!de!gen!DAZ!(N=2).!Al! comparar! el! contenido! génico! de! la! deleción! hallada! con! el! de! las! deleciones!AZFb!previamente!descriptas!en!bibliografía,!se!evidenció!que!ambas!deleciones!no!abarcaban!la! misma! región! ni! los! mismos! genes.! La! deleción! AZFb! descripta! por! Repping! et! al!incluye! la! deleción! completa! del! gen! PRY,! mientras! que! la! deleción! detectada! en! el!presente! trabajo! incluye! el! gen! CDY2! (Repping! et! al! 2002).! Si! bien,! los! marcadores!
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El! recuadro! rojo! señala! la! región! de! la! deleción! que! no! es! compartida! con! la! deleción! P5/P1!
proximal!descripta!por!Repping!et!al!(2002).!!
 









*ID! AZF! Genes! DAZ! CDY1! DYS464! YaSTRs!
46! delAZFbc! delBPY2/PRY/CSGP4LY!
GOLGA2LY/DAZ!! 0! 0! del! !delDYS448/DYS549/!DYS392/DYS385!
91! delAZFb!! sin!deleciones! 2! 2! 13! delDYS549/DYS533/!DYS392/DYS385!GATAH4!!
1! delAZFc! delBPY2/CSGP/DAZ/GOLGA! 0! 0! del! sin!deleciones!
41! delAZFc! delBPY2/CSGP/DAZ/GOLGA! 0! 0! del! sin!deleciones!
47! delAZFc! delBPY2/CSGP/DAZ/GOLGA! 0! 0! del! sin!deleciones!
53! delAZFc! delBPY2/CSGP/DAZ/GOLGA! 0! 0! del! sin!deleciones!
61! delAZFc! delBPY2/CSGP/DAZ/GOLGA! 0! 0! del! sin!deleciones!
70! delAZFc! delBPY2/CSGP/DAZ/GOLGA! 0! 0! del! sin!deleciones!
del:!deleción!!
5.2.2.3."Tipificación"de"microdeleciones"parciales"
5.2.2.3.1."Deleción"gr/gr"A! partir! del! análisis! de! SFVs,! se! determinó! que! ambas! muestras! con! deleción! gr/gr!pertenecían!al!mismo!subtipo,!eliminando!la!dupla!de!genes!DAZ1/DAZ2!además!del!gen!
CDY1A.! El! mecanismo! probable! de! dicha! deleción! se! detalla! en! la! Figura! 5.2.2.3.1.!Mediante! el! análisis! de! los! principales! genes! de! la! región! AZFc! no! se! evidenció! la!ausencia! completa! de! ninguno! de! los! genes! analizados.! La! cuantificación! de! los! genes!
DAZ!y!CDY!permitió!determinar!que!en!una!de!las!muestras!(ID=32)!había!una!marcada!disminución!del!número!de!copias!de!ambos!genes.!Sin!embargo,!la!otra!muestra!con!la!misma! deleción! (ID=81)! no! evidenció! una! disminución! del! número! de! copias! de! los!mismos.! Esto! último! puede! deberse! a! una! falsa! deleción! del! marcador! sY1291! (que!define!la!deleción!gr/gr)!debido!a!una!mutación!en!el!sitio!de!anclaje!del!primer,!o!a!una!duplicación!posterior!a!la!deleción.!Si!bien!han!sido!descriptos!casos!de!falsas!deleciones!en!la!literatura!(Krausz!et!al!2009,!Krausz!et!al!2014),!mediante!el!análisis!de!SFVs!y!del!STR!DYS464! se! puso! de!manifiesto! que! las! 4! copias! del! gen!DAZ! correspondían! a! las!variantes!DAZ1!y!DAZ2,!y!las!2!copias!del!gen!CDY1!a!la!variante!CDY1A.!Estos!resultados!apoyan!la!hipótesis!de!una!duplicación!de!dicha!región!luego!de!la!deleción."
"
" "




ID! Deleción! Genes*AZFc! DAZ! CDY! CDY1! DYS464! SFVs!
32! gr/gr! SD! 1! 1! 1! 15n17! DAZ1/2+CDY1A!





5.2.2.5."Deleción"completa"del"brazo"largo"del"cromosoma"Y:"descripción"del"caso"En!un!paciente!(ID=!56)!se!detectó!una!deleción!completa!de!la!región!AZF,!abarcando!las! tres! subnregiones! AZFa,! AZFb! y! AZFc.! Este! paciente! fue! analizado! en! profundidad!para!determinar!la!extensión!de!dicha!deleción.!Mediante!el!estudio!de!marcadores!STRs!ubicados! a! lo! largo! de! todo! el! cromosoma! Y,! se! determinó! que! no! se! encontraban!presentes!ninguno!de!los!marcadores!localizados!en!el!brazo!largo!de!dicho!cromosoma,!mientras!que!sí!se!encontraban!presentes!aquellos!localizados!en!el!brazo!corto!(Figura!5.2.2.5a).! En! una! segunda! etapa,! a! partir! del! estudio! citogenético! solicitado! por! el!médico! tratante,! se! determinó! que! el! paciente! presentaba! un! cariotipo! 46,! X,! +mar,!21ps+,! 22ps+.! Las! alteraciones! cromosómicas! 21ps+! y! 22ps+! se! consideran!polimorfismos! cromosómicos,! mientras! que! +mar! se! describe! como! un! cromosoma!marcador!del!cual!se!detecta!únicamente!la!presencia!del!centrómero!(según!el!informe!citogenético)(ejemplo! en! Figura! 5.2.2.5b).! A! partir! de! los! análisis! genéticos! y!citogenéticos! realizados,! se! podría! concluir! que! el! paciente! presenta! una! deleción!completa!de!Yq.!Esta!deleción!estaría!afectando! la! fertilidad!del!paciente!a!causa!de! la!

































































































Fig. 1  Representation of AZFc structure and arrangement 
(a) The structures of amplicons, locations of sequence-tagged sites, and transcription units of DAZ and CDY1 gene families 
(Zhang et al., 2007); (b) The gr/gr deletion and sub-types (Krausz et al., 2009); (c) The gr/gr deletion following b3/b4 inver-
sion and sub-types (Krausz et al., 2009); (d) The b2/b3 deletion following gr/rg inversion (Zhang et al., 2007); (e) The b2/b3 



































5.2.3.*Asociación*entre*microdeleciones*y*Hgs*Si! bien! la! composición! étnica! del! grupo! de! pacientes! estudiados! no! fue!significativamente! diferente! de! la! población! urbana! del! centro! de! Argentina,! las!deleciones! encontradas! en! estos! pacientes! se! circunscribieron! a! los! Hgs! R1b,! G2a,!E1b1b,!J2!y!Q3!(en!orden!decreciente!de!prevalencia).!El!Hg!R1b,!además!de!ser!el!más!frecuente! en! la! población! argentina,! fue! el! que! más! frecuentemente! se! asoció! con!deleciones;! el! 54%! (6/11)! de! los! pacientes! con! deleciones! pertenecen! al! Hg! R1b,!mientras!que!el!46%!restante!se!divide!entre!los!4!Hgs!restantes!(9%!cada!uno).!En!el!paciente!con!deleción!completa!de!Yq!no!fue!posible!determinar!el!Hg!al!cual!pertenece,!dado!que!los!marcadores!SNPs!diagnósticos!de!Hg!se!localizan!en!Yq.!La!distribución!de!Hgs!entre!los!pacientes!con!deleción!sigue!una!distribución!similar!a!la!población!urbana!de!Argentina,!indicando!que!la!frecuencia!de!aparición!de!deleciones!no!estaría!asociada!al!origen!étnico.!!!
Tabla"5.2.3.!Hgs!de!las!muestras!con!microdeleciones!
ID! Deleción! Hg!1! AZFc! R1b!32! gr/gr! R1b!41! AZFc! E1b1b!46! AZFbc! J2!47! AZFc! Q3!53! AZFc! R1b!56! AZFabc! ND!61! AZFc! R1b!70! AZFc! R1b!81! gr/gr! R1b!91! AZFb! G2a!
ND:!no!determinado!
*
5.2.4.*Asociación*entre*microdeleciones*y*recuento*espermático*en*diferentes*Hgs*A!partir!del!análisis!de!asociación!entre!microdeleciones!y!fenotipo!espermático,!se!vio!que! las!deleciones!AZFabc,!AZFbc!y!gr/gr!se!encontraron!exclusivamente!en!pacientes!azoospérmicos.! Tal! como! fue! mencionado! previamente,! la! deleción! de! la! región! AZF!completa,!al!remover! la!totalidad!de! los!genes!necesarios!para! la!espermatogénesis,!se!correlaciona! con! azoospermia! en! la! totalidad! de! los! casos.! Por! otro! lado,! la! deleción!
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conjunta! de! las! regiones! AZFbc! también! se! ha! asociado! con! falla! espermatogénica!presentando!arresto!espermatogénico!a!nivel!testicular,!y!por!lo!tanto!azoospermia.!!Diferente!es!el!caso!de!la!deleción!parcial!gr/gr.!Esta!deleción!elimina!únicamente!parte!de! la! región! AZFc,! conservando! al!menos! 2! copias! del! gen!DAZ.!Más! aún,! como! fuera!mencionado! en! el! punto! 5.2.2.3.1,! en! uno! de! los! pacientes! (ID=81)! se! detectó! una!duplicación!del!gen!DAZ!posterior!a!la!deleción!parcial.!Los!resultados!presentados!no!se!correlacionan! con! el! fenotipo! esperado! para! esta! deleción,! ya! que! en! presencia! de! al!menos!2!copias!del!gen!DAZ! es!de!esperar!que!haya!algún!grado!de!espermatogénesis!residual.! Sin! embargo,! en! ambos! casos! con! deleción! gr/gr! los! pacientes! presentaron!azoospermia,! lo! que! sugiere! que! la! causa! de! la! azoospermia! no! sería! atribuible!únicamente! a! la! deleción!detectada,! sino! a! otro! factor! genético! o! ambiental! (NavarronCosta!et!al!2010).!Por!otro!lado,!si!bien!la!deleción!gr/gr!existe!de!manera!constitutiva!en!los!Hgs!D2b!y!Q1,!el!análisis!del!Hg!determinó!que!estos!pacientes!pertenecen!al!Hg!R1b1a2,! y! hasta! el!momento! no! se! han! descripto! deleciones! constitutivas! en! este! Hg!(Krausz!et!al!2014).!!La! deleción! AZFb,! si! bien! se! ha! asociado! previamente! a! SCOS! o! a! arresto!espermatogénico!prenmeiótico,! se!ha!detectado!en!un!paciente!oligozoospérmico.!Esta!situación! había! sido! descripta! previamente! en! dos! pacientes! con! oligozoospermia!severa.! Sin! embargo,! no! fue! posible! explicar! el!mecanismo! por! el! cual! se! completa! la!espermatogénesis! en! ausencia! de! la! región! AZFb! (Longepied! et! al! 2010,! Soares! et! al!2012).!A!diferencia!de!las!deleciones!descriptas!previamente,!la!detectada!en!el!presente!trabajo!presenta!una!extensión!y!localización!diferentes.!Tal!como!se!ha!detallado!en!el!punto!5.2.2.2.2,!en!la!deleción!aquí!analizada!el!gen!PRY!no!se!elimina!completamente!a!diferencia!del!gen!CDY2.!Además,!dicha!deleción!abarca!otros!genes!cuya!función!aún!no!ha!sido!confirmada!(v.g.!XKRY,!HSFY,!EIF1AY!y!RBMY,!entre!otros).!Estas!diferencias!en!el!contenido!génico!podrían!explicar!la!diferencia!en!el!fenotipo!espermático!observado!(azoospermia!vs.!oligozoospermia)!que!presentan!las!deleciones!de!la!región!AZFb.!Las!deleciones!de!la!región!AZFc!se!detectaron!tanto!en!pacientes!azoospérmicos!como!oligozoospérmicos.!Esto!confirma!lo!observado!por!Ferlin!et!al!en!población!italiana,!en!la! cual!el! efecto! sobre! la!espermatogénesis!de! la!deleción!AZFc!es!más! leve!o!variable!que!el!producido!por!las!deleciones!de!las!regiones!AZFbc!(Ferlin!et!al!2007).!!
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Con!respecto!al!análisis!de!los!Hgs!de!cromosoma!Y,!no!se!observó!asociación!entre!las!microdeleciones! de! la! región! AZF! y! el! haplogrupo! del! paciente! en! relación! al! efecto!sobre! el! fenotipo! espermático.! Las! deleción! más! frecuente,! AZFc,! se! observó! en! 4!pacientes! del! Hg! R1b1a2,! un! paciente! del! Hg! Q1a2a1a1! y! un! paciente! del! Hg! E1b1b,!todos! con! diferente! fenotipo! espermático! (azoospermia! u! oligozoospermia! severa).! Si!bien! la! deleción! gr/gr,! se! detectó! únicamente! en! pacientes! azoospérmicos! del! Hg!R1b1a2,! el! bajo! número! de! casos! estudiados! (N=2)! no! permite! realizar! un! análisis!concluyente.!!!
Tabla"4.5.!Resultados!de!los!parámetros!espermáticos!y!étnicos!en!pacientes!con!microdeleciones!
*ID* AZF* Hg* Fenotipo*espermático*
1* AZFc! R1b1a2! Oligo!
47* AZFc! Q1a2a1a1! Oligo!
70* AZFc! R1b1a2! Oligo!
53* AZFc! R1b1a2! Cripto!
91* AZFb!! G2a! Oligo!
32* gr/gr! R1b1a2! Azo!
41* AZFc! E1b1b! Azo!
46* AZFbc! J2! Azo!
56* AZFabc! ND! Azo!
61* AZFc! R1b1a2! Azo!
81* gr/gr! R1b1a2! Azo!
ND:!no!determinado!!
5.2.5.*Asociación*entre*microdeleciones*y*falla*espermatogénica**Para! evaluar! la! falla! espermatogénica! es! necesario! conocer! lo! que! está! ocurriendo! a!nivel! testicular:! si! el! paciente! presenta! espermatozoides! a! nivel! testicular,! si! la!maduración!de!los!mismos!ocurre!de!manera!normal!o!anormal,!o!si!hay!ausencia!total!de! células! espermatogénicas.! Para! ello! se! evaluaron! los! resultados! de! biopsias!testiculares! o! TESE! en! pacientes! azoospérmicos.! De! los! pacientes! analizados,! hasta! el!momento!de!la!escritura!del!presente!trabajo,!se!habían!realizado!biopsias!testiculares!y/o! TESE! a! 25! pacientes.! A! partir! de! los! resultados! obtenidos,! se! vio! que! la! deleción!gr/gr! se! asoció! con! presencia! de! espermatozoides,! mientras! que! la! deleción! AZFc! se!presentó!tanto!en!pacientes!con!ausencia!como!con!presencia!de!espermatogénesis.!Las!deleciones! AZFabc! y! AZFbc! detectadas! en! los! pacientes! analizados! en! el! presente!trabajo,! se! condicen!con! lo! sugerido!por! las! recomendaciones! internacionales! sobre! la!
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ausencia! de! espermatozoides! a! nivel! testicular! en! pacientes! con! deleciones! AZFabc,!AZFa,!AZFb!y!AZFbc!(Hopps!et!al!2003).!!
Tabla"5.2.2.!Resultados!de!biopsias!testiculares!en!pacientes!con!microdeleciones!
ID! Deleción! Hg! Fenotipo! Biopsia!32! gr/gr! R1b! Azoospermia! Espermatozoides!41! AZFc! E1b1b! Azoospermia! Espermatozoides!46! AZFbc! J2! Azoospermia! Serie!germinal!inmadura!53! AZFc! R1b! Criptozoospermia! SCOS!56! AZFabc! Neg! Azoospermia! SCOS!61! AZFc! R1b! Azoospermia! ND!81! gr/gr! R1b! Azoospermia! ND!
ND:!no!determinado10!!!
5.2.6.*Distribución*de*Hgs*en*pacientes*azoospérmicos*sin*deleciones*A! diferencia! de! lo! descripto! para! pacientes! azoospérmicos! en! el! capítulo! 4,! la!distribución! de! Hgs! en! esta! cohorte! de! pacientes! fue! similar! tomando! el! conjunto! de!pacientes! con! y! sin! deleciones.! A! su! vez,! la! distribución! de! Hgs! en! pacientes! sin!deleciones!fue!similar!a!la!distribución!observada!en!la!población!urbana!de!Argentina.!Esto!sugiere!que! la!diferencia!observada!en! los!pacientes!azoospérmicos!de! la!cohorte!de!pacientes!infértiles!se!debe!a!un!error!de!muestreo,!dado!el!bajo!número!de!pacientes!azoospérmicos! analizados! (10! vs.! 85).! Los! resultados! mencionados! se! detallan! en! la!Tabla!5.2.6.!!
Tabla"5.2.6.!Resultado!de!distribución!de!Hgs!en!pacientes!azoospérmicos!sin!deleciones"
Hg! N! Porcentaje*(%)!R1b! 27! 51!J2! 6! 11!G2a! 5! 9!E1b1b! 5! 9!Q3! 3! 6!I! 2! 4!T! 2! 4!E1b1a! 1! 2!G! 1! 2!
Total* 53* 100*!
                                                
10 Hasta!el!momento!de!la!escritura!del!trabajo!no!se!habían!realizado!las!biopsias!testiculares!en!estos!pacientes 




espermatogénica**A!partir!de!los!resultados!de!las!biopsias!testiculares!en!pacientes!sin!microdeleciones,!se! vio! que! el! 50%! de! los! pacientes! azoospérmicos! sin! microdeleciones! tienen!alteraciones! de! la! espermatogénesis,! tanto! por! ausencia! total! de! progenie!espermatogénica! como! por! arresto! de! la! espematogénesis! en! el! estadio! de!espermatogonias.! Esto! sugiere! que! existen!otros! factores! genéticos! o! ambientales! que!actúan!de!forma!deletérea!en!estos!pacientes!causando!la!falla!espermatogénica.!!A!partir!de!la!distribución!de!Hgs!en!estos!pacientes!se!observó!que,!si!bien!los!pacientes!con!espermatogénesis!normal!siguen!una!distribución!de!Hgs!similar!a!la!de!la!población!urbana!(Tabla!5.2.7.1),!hay!un!aumento!de!hombres!pertenecientes!al!Hg!Q!con!arresto!de! la! espermatogénesis! en! el! estadio! de! espermatogonias! (Tabla! 5.2.7.2).! De! los!pacientes!con!arresto!espermatogénico,!dos!pertenecen!al!Hg!Q1a!y!uno!al!Hg!Q1a2a1a1.!Esto! sugiere! que! estaría! actuando! otro! factor! que! limita! la! progresión! normal! de! la!espermatogénesis!posiblemente!ligado!al!cromosoma!Y.!!
Tabla"5.2.7.1.!Resultados!normales!en!biopsias!testiculares!de!muestras!sin!microdeleciones"




Hg! Biopsia! N!Q1a2a1a1! Espermatogonias! 1!Q1a! Espermatogonias! 2!J2! Espermatogonias! 2!R1b! SCOS! 4!G2a! SCOS! 1!E1b1b! SCOS! 1!
Total! * 11*





" Al! estudiar! un! grupo! de! pacientes! exclusivamente! azoospérmicos! u!oligozoospérmicos! severos,! no! se! observó! una! diferencia! significativa! en! la!distribución!de!Hgs!con!respecto!a!la!población!urbana!de!Argentina,!indicando!que!no!existe!una!predisposición!de!determinados!Hgs!a!padecer!azoospermia!
" Se! observó! una! alta! prevalencia! de! microdeleciones! completas! y! parciales! de! la!región!AZF!en!la!población!argentina!(11,1%)!!
" Los! tipos! de! deleción! hallados! en! pacientes! azoospérmicos! fueron! principalmente!deleciones!completas!de!las!regiones!AZFb!y!AZFc,!y!deleciones!parciales!gr/gr!
" Se! detectó! la! deleción! completa! del! brazo! largo! del! cromosoma! Y! empleando!marcadores!STRs!
" La!deleción!AZFc!presentó!una!prevalencia!del!10%!en!pacientes!azoospérmicos!y!representó!el!60%!de!las!deleciones!halladas!
" Se!descartó! la!asociación!entre!el!Hg!y! la!prevalencia!de!microdeleciones!como!así!también! el! efecto! de! las! mismas! sobre! la! espermatogénesis! en! pacientes!azoospérmicos!
" La! deleción! de! la! región! AZFc! se! presentó! tanto! en! pacientes! con! azoospermia!secretora! como! en! oligozoospérmicos! y! azoospérmicos! sin! falla! espermatogénica!(presencia!de!espermatozoides!a!nivel!testicular)!
" La! deleción! AZFb,! si! bien! se! asocia! a! arresto! espermatogénico,! se! detectó! en! un!paciente! oligozoospérmico.! Dicha! deleción! presentó! una! extensión! diferente! a! la!descripta!en!las!recomendaciones!internacionales!!
" La!deleción!parcial! gr/gr! se!presentó!únicamente!en!pacientes!azoospérmicos,! sin!embargo!en!uno!de!los!casos!se!recuperaron!espermatozoides!!
" Únicamente!las!deleciones!AZFbc!y!AZFabc!se!asociaron!con!falla!espermatogénica!y!ausencia!de!espermatozoides!a!nivel!testicular!
" Se!observó!una!posible!asociación!entre!el!Hg!Q!y!el!arresto!espermatogénico!en!el!estadío! de! espermatogonias! en! ausencia! de! microdeleciones,! que! deberá! ser!confirmado! con! el! estudio! de! un! mayor! número! de! pacientes! azoospérmicos!pertenecientes!a!dicho!Hg!
" Se! evidenció! una! clara! utilidad! de! los! marcadores! STRs! de! cromosoma! Y! para!determinar!la!extensión!de!las!deleciones!detectadas!











A! partir! de! los! resultados! descriptos! en! el! capítulo! anterior,! y! dado! que! no! se! observó!
correlación!entre!las!deleciones!en!la!región!AZFc!y!la!falla!espermatogénica,!enfatizamos!
la!búsqueda!de!nuevos!marcadores!que!permitan!predecir!mejor!el!fenotipo!espermático!a!
partir! de! análisis! de! los! genes! localizados! en! la! región! AZFc.! Este! capítulo! describe! el!
diseño!experimental,!el!desarrollo,!la!puesta!a!punto!y!validación!de!un!método!molecular!
para!la!detección!de!deleciones!de!genes!vinculados!con!el!proceso!de!espermatogénesis.!La!
utilidad! del! mismo! reside! en! una! mejor! predicción! de! recuperación! espermática! en!
pacientes! azoospérmicos! u! oligozoospérmicos! severos.! El! presente! trabajo! fue!
recientemente!publicado!en!PLoS!ONE!(Alechine!and!Corach!2014).!!!!Como!fue!descripto!en!el!capítulo!1,!la!región!AZF,!y!sus!subnregiones!AZFa,!AZFb!y!AZFc!son! los! principales! objetivos! del! diagnóstico! molecular! de! la! infertilidad! masculina!(Kumari! et! al! 2012).! Estos! loci! son! estudiados! mediante! PCR! para! detectar! posibles!microdeleciones! empleando!marcadores! STSs! localizados! en! regiones! no! codificantes,!según!lo!recomendado!por!la!EAA!(Krausz!et!al!2014).!La!secuenciación!y!mapeo!de!la!región! MSY! evidenció! que! muchos! de! los! marcadores! STSs! empleados! para! dicho!análisis! son! polimórficos,! ambiguos,! heterogéneos! y! poco! fiables,! con! tendencia! a!producir!problemas!técnicos!y!falsos!resultados!(Skaletsky!et!al!2003).!El!uso!de!primers!que!hibridan!en!lugares!específicos!del!cromosoma!permite!obtener!información!sobre!los!mecanismos!potenciales! y! la! extensión!de! las! deleciones.! Sin! embargo,! numerosos!estudios!resaltaron!la!importancia!de!la!inclusión!de!marcadores!específicos!de!genes!en!el! análisis,! que! permitan! correlacionar! la! función! de! dichos! genes! con! la! falla!espermatogénica!(Ferlin!et!al!2007).!A! partir! de! los! descripto! en! los! capítulos! anteriores,! concluimos! que! no! es! posible!predecir!la!recuperación!de!espermatozoides!a!partir!de!biopsia!testicular!o!TESE,!si!se!
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detecta!una!deleción!de!las!regiones!AZFb!y!AZFc,!ni!de!la!deleción!gr/gr.!Es!por!esto!que!el!diagnóstico!de!dichas!deleciones!no!resulta!una!prueba!diagnóstica!de!utilidad!clínica!ni!tampoco!permite!determinar!la!función!de!los!genes!localizados!en!dichas.!Con!el!fin!de! aportar! una! estrategia! molecular! que! permita! acelerar! la! identificación! de! genes!candidatos! de! la! espermatogénesis,! nuestro! objetivo! fue! desarrollar! un! método! que!permita! la!detección!a!gran!escala!de! los!principales!genes! localizados!en! las! regiones!AZFb!y!AZFc.!El!protocolo!del!método!desarrollado!se!describe!en!detalle!en!los!Anexos!I!y!II.!!!
6.1.*Desarrollo*teórico*y*diseño*experimental**
6.1.1.*Selección*de*los*genes*a*analizar*Con!el!objetivo!de!desarrollar!un!sistema!multiplex!para!PCR!en!Tiempo!Real!seguida!de!HRM! para! la! detección! de! los! principales! genes! localizados! en! la! región! AZFc,! se!diseñaron!primers!que!permiten! la!amplificación!específica!de! todas! las!copias!de!seis!genes!que!se!localizan!en!esta!región.!Los!genes!fueron!seleccionados!sobre!la!base!de!su!ubicación! en! la! región! AZFc! del! cromosoma! Y,! su! expresión! testicular! específica,! y! la!codificación!de!productos!proteicos!(aislados!o!no).!El!conjunto!de!genes!que!cumplían!con!éstas!condiciones!fueron:!DAZ,!CDY,!BPY2,!PRY,!GOLGA2LY!y!CSGP4LY! (Tabla!6.2.1).!Dado! que! existe! un! solapamiento! de! las! regiones! AZFb! y! AZFc,! se! incluyeron! en! el!análisis! los! genes! localizados! principalmente! en! la! región! AZFc,! aunque! también!aquellos! localizados! en! la! región! AZFb! (NavarronCosta! et! al! 2010).! El! gen! SRY! fue!seleccionado!como!control!interno!de!amplificación,!y!el!gen!de!la!amelogenina!AMELxy!!(localizado! tanto! en! el! cromosoma! Y! como! en! el! X)! como! control! interno! de!amplificación! y! de! especificidad.! Los! primers! se! combinaron! para! poner! a! punto! una!única!reacción!en!multiplex!que!permita!la!amplificación!simultánea!de!los!ocho!genes.!!
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6.1.2.*Diseño*de*primers*A!partir!de!la!secuencia!de!referencia!del!cromosoma!Y!en!NCBI!se!localizaron!los!genes!de! interés.! Los! primers! fueron! diseñados! utilizando! el! programa! Primer3! (Rozen! y!Skaletsky! 2000).! Las! secuencias! y! localización! de! los! productos! de! amplificación! se!obtuvieron! mediante! la! herramienta! UCSC! InnSilico.! A! partir! de! este! análisis,! se!seleccionaron!únicamente!aquellos!primers!que!amplifican!todas!las!copias!de!cada!gen!de!interés.!Con!el!fin!de!obtener!mayor!divergencia!entre!los!picos!de!desnaturalización!o!“melting”,!la!Tm!de!los!productos!de!amplificación!se!predijo!usando!el!programa!Oligo!Calculator!v3.26.!La!localización!de!todos!los!fragmentos!de!amplificación!se!muestra!en!la! Figura! 6.1.2.! La! localización! de! todas! las! secuencias! de! amplificación! a! lo! largo! del!cromosoma! Y! se! pueden! observar! onnline! mediante! el! uso! del! programa! Sequence!Viewer!3.4!del!NCBI!(http://tinyurl.com/lzwmcwh).!!!
6.1.3.*Muestras*de*ADN*empleadas*para*la*puesta*a*punto*del*método*Para! poner! a! punto! la! reacción,! se! emplearon! muestras! de! ADN! extraídas! de! sangre!periférica!de!mujeres!y!hombres!normales! sin!deleciones,!provenientes!del! trabajo!de!
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rutina!del!laboratorio.!Como!controles!de!muestras!con!microdeleciones,!se!adquirieron!controles! comerciales! para! las! siguientes! deleciones:! P5/P1! proximal! o! AZFb!(NA18332),! P5/P1! distal! o! AZFbc! (NA18333),! y! b1/b3! (NA20434)! a! Coriell! Cell!Repository.!El!ADN!control!con!deleción!AZFa!(WHT2996)!fue!cortesía!del!Dr.!David!C.!Page! del! Whitehead! Institute! for! Biomedical! Research! (Sun! et! al! 2000).! Para! la!validación!clínica!del!método,!se!analizaron!las!muestras!descriptas!en!los!puntos!2.1.1.4!y!2.1.1.5.!!
!
Figura" 6.1.2." Localización! de! los! principales! genes! candidatos! de! la! espermatogénesis.! (A)!
Localización! esquemática! de! los! amplicones! de! la! región!AZFc,! de! sus! respectivos! genes! y! de! las!
deleciones! en! los! que! estos! se! encuentran! involucrados.! (B)! Ubicación! de! los! fragmentos! de!
amplificación!diseñados!a!los!largo!del!cromosoma!Y,!empleando!Sequence!Viewer!v3.2!(Alechine!y!
Corach!2014).!!
6.2.*Puesta*a*punto*y*especificidad**Como! primer! paso,! se! amplificaron!muestras! masculinas! normales! (sin! deleciones)! y!muestras! femeninas! (control! de! especificidad).! Las! muestras! masculinas! alcanzaron!altos!niveles!de!amplificación!para! todos! los! genes! seleccionados,!mientras!que!en! las!muestras! femeninas! no! se! observó! amplificación,! salvo! para! el! gen! AMELxy! que! se!localiza! tanto! en! el! cromosoma!Y! como!en! el!X! (Figura!6.2).! Esta! condición!óptima! se!
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6.3.1.1."Microdeleciones"completas"Se! analizaron! muestras! control! con! deleciones! AZFa,! AZFb,! y! AZFbc! con! el! fin! de!caracterizar!la!capacidad!del!sistema!para!identificar!la!deleción!específica!de!los!genes!
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ubicados! en! dichas! regiones.! Las! deleciones! de! los! controles! fueron! previamente!confirmadas!mediante!el!protocolo!para!detección!de!microdeleciones! clásicas!de!AZF!modificado!para!PCR!en!Tiempo!Real!(Kozina!et!al!2011).!!Se!detectaron!las!deleciones!de!los!genes!localizados!en!cada!región!particular!según!la!secuencia!de!referencia!del!cromosoma!Y!en!GenBank.!La!muestra!con!deleción!AZFa!no!evidenció! deleción! de! ninguno! de! los! genes! analizados! dado! que! los! mismos! no! se!localizan!en!dicha!región.!Sin!embargo,!la!muestra!control!con!deleción!AZFb!mostró!la!ausencia! de! amplificación! del! gen! PRY,! y! la! muestra! control! con! deleción! AZFbc!evidenció!ausencia!de!amplificación!de!los!genes!PRY,!BPY2,!DAZ,!GOLGA2LY!y!CSGP4LY!(Figura!6.3.1.1).!!!
!
Figura" 6.3.1.1.! Resultados" de" la" puesta" a" punto" mediante" análisis" de" muestras" con"
deleciones.! La! figura!muestra! la! derivada!dF/dT!para!muestras! con!deleción!AZFa! (azul),! AZFb!
(rojo)!y!AZFbc!(verde),!con!la!correspondiente!ausencia!de!genes!en!cada!caso.!!
6.3.1.2."Microdeleciones"parciales"Se!analizó!un!control!con!deleción!parcial!b1/b3!(NA20434)!no!observándose!ausencia!de! picos! debido! a! las! copias! remanentes! de! los! genes! amplificados.! Considerando! la!presencia! de! copias! remanentes! de! los! genes! analizados,! el! diagnóstico! de! deleciones!parciales!no!puede!ser!realizado!por!esta!técnica.!Sin!embargo,!se!observó!una!variación!en!la!altura!del!pico!en!muestras!con!deleción!parcial!debido!a!la!disminución!de!la!dosis!
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6.3.2.*Sensibilidad**La!sensibilidad!del!sistema!se!evaluó!mediante!la!amplificación!de!muestras!control!sin!deleciones.! Se! realizó! la! reacción! de! PCR! con! diluciones! 1/2! de! la! muestra! control!abarcando! el! rango! entre! 20! y! 0,312! ng/μL.! Los! picos! de! melting! pudieron! ser!identificados! con! precisión! en! concentraciones! entre! 1,25! y! 20! ng/μL,! aunque! no! se!observó!una!correlación!lineal!entre!la!concentración!de!ADN!y!la!intensidad!de!la!señal.!Todas! las! muestras! extraídas! por! el! método! seminautomatizado! (con! un! rendimiento!entre!1!y!10!ng/l!de!ADN)!pudieron!ser!analizadas!fácilmente,!incluso!evitando!el!paso!previo!de!cuantificación.!!
 - Resultados -  
 
a 126 
6.3.3.*Comparación*del*empleo*de*tres*colorantes*intercalares*diferentes*Se!comparó!el!empleo!de!tres!colorantes!intercalares:!SYBR®!Green!I!(incluido!en!el!kit!Quantitec®!SYBR®!Green!PCR),!EvaGreen®!(incluido!en!el!kit!comercial!Mezcla!Real®)!y! SYTO®! 9.! La! reacción! multiplex! se! puso! a! punto! con! SYTO®! 9! logrando! una! alta!sensibilidad,! resolución! óptima!de! los! picos! de! desnaturalización,! y! buena! correlación!entre!las!Tm!teóricas!y!reales.!Cuando!la!misma!reacción!se!reprodujo!con!SYBR®!Green!I,! se! obtuvo! alrededor! de! un! 30%! menos! de! fluorescencia! que! con! SYTO®! 9,!comprometiendo! la! sensibilidad!del! sistema,! y! se!observó! la!pérdida!de! algunos!picos!(Figura!6.3.3;!verde).!Cuando!la!reacción!se!llevó!a!cabo!con!el!colorante!EvaGreen®,!se!observó! un! cambio! en! las! temperaturas! de! melting! teóricas! hacia! temperaturas! más!altas! (Figura! 6.3.3;! azul).! Ambos! kits! comerciales! evaluados! son! más! costosos! y!requieren!mayor! cantidad!de!ADN! templado,! en! contraste! con! el! empleo!de! SYTO®!9!que!permite!una!rápida!puesta!a!punto!de!la!reacción!en!múltiplex!con!costos!mínimos.!Por! lo! tanto,! se! eligió! poner! a! punto! la! reacción! utilizando! un! colorante! intercalar!universal!como!SYTO®!9,!primers!carentes!de!marca!fluorescente,!y!concentraciones!de!ADN!y!primers!mínimas!sin!compromiso!de!la!sensibilidad.!!
!
Figura"6.3.3."Resultado"de"la"comparación"entre"diferentes"colorantes"intercalares.!La!figura!
muestra! el! resultado! obtenido! con! SYTO®!9! (rojo),! SYBR®!Green! I! (verde)! y! EvaGreen®! (azul)!
(Alechine!y!Corach!2014).!!
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6.3.4.*Portabilidad**Dado! que! la! puesta! a! punto! del! sistema! de! análisis! se! llevó! a! cabo! únicamente! en! el!equipo!RotornGene!6000,! era!necesario!evaluar! la!portabilidad!del! sistema!diseñado!a!otro!equipo!con!diferentes!principios!de!calentamiento!y!detección.!Por!lo!tanto,!además!de!emplear!el!sistema!de!rotor!y!calentamiento!por!aire!caliente!(RotornGene!6000),!se!evaluó! la! reproducibilidad! en! un! equipo! basado! en! calentamiento! por! bloque!(StepOnePlus™).!Este!último!se!basa!en!un!bloque!de!calentamiento!con!detección!óptica!de!4!colores!a!base!de!LED.!La!reacción!multiplex!fue!reproducida!exactamente!como!ha!sido! puesta! a! punto! para! RotornGene.! Empleando! el! equipo! StepOnePlus™! se! obtuvo!separación!óptima,!aunque!el!análisis!de!los!resultados!se!pudo!realizar!únicamente!de!manera!cualitativa!y!manual!debido!a!la!limitación!del!programa!para!asignar!múltiples!picos,!lo!cual!dificulta!el!análisis!simultáneo!de!todos!los!genes!y!de!un!número!elevado!de!muestras!(Figura!6.3.4).!!
!
Figura" 6.3.4." Resultado" obtenido" mediante" el" equipo" StepOnePlus™.! La! figura! muestra! el!
resultados!obtenido!para!una!muestra! femenina! (rosa),!masculina! sin!deleción! (roja),!masculina!
con!deleción!AZFa!(naranja),!AZFb!(verde),!AZFc!(violeta)!y!AZFbc!(azul)!(Alechine!y!Corach!2014).!




6.4.*Validación*clínica*del*método*La! validación! clínica! del! método! se! realizó! mediante! el! análisis! de! 140! muestras! de!pacientes! que! consultaron! por! infertilidad! (ver! punto! 2.1.1.4),! y! 90! muestras! de!pacientes! con! azoospermia! u! oligozoospermia! severa! (ver! punto! 2.1.1.5).! Del! grupo!“infertilidad”,!un!sólo!paciente!con!deleción!completa!de!la!región!AZFc!mostró!ausencia!de! los! genes!DAZ,!GOLGA2LY,!CSGP4LY!y!BPY2.! Del! grupo! “azoospermia”,! aquellos! con!deleción! completa! de! la! región!AZFc! carecían! de! los! genes! localizados! en! la!misma,! a!saber! DAZ,! GOLGA2LY,! CSGP4LY! y! BPY2.! Sin! embargo,! el! paciente! con! deleción! de! la!región!AZFb!presentó!únicamente!disminución!del!pico!de!CDY!debido!a!la!ausencia!del!gen!CDY2!(determinado!mediante!análisis!de!SFVs).!El!paciente!con!deleción!de!ambas!regiones,! o! AZFbc,! evidenció! ausencia! de! los! genes!DAZ,! GOLGA2LY,! CSGP4LY,! BPY2! y!
PRY.! El!paciente! con!deleción! completa!AZFabc!mostró! la! ausencia!de! todos! los! genes!analizados,!con!excepción!de!los!genes!control!AMELxy!y!SRY.!Los!resultados!obtenidos!a!partir!de!las!muestras!con!deleción!se!muestran!en!la!Figura!6.5.!Todas!las!muestras!con!deleciones! de! genes! corresponden! a! pacientes! azoospérmicos! o! severamente!oligozoospérmicos,! y! ninguna! de! ellas! presenta! un! recuento! espermático! mayor! a!5x106/mL.!!
!
Figura" 6.4.! Resultado" de" la" validación" clínica" del" método.! La! figura! muestra! el! resultado!
obtenido! para! una! muestra! masculina! sin! deleción! (roja),! con! deleción! AZFa! (naranja),! AZFb!
(verde),!AZFc!(violeta),!AZFbc!(azul)!y!AZFabc!(amarillo)!(Alechine!y!Corach!2014).!




6.5.*Utilidad*del*método*La! identificación! y! caracterización! de! los! genes! candidatos! de! la! espermatogénesis!permitirá! mejorar! el! diagnóstico! y! tratamiento! de! pacientes! con! infertilidad.! Existen!varios!métodos!para!la!identificación!de!los!genes!implicados!en!las!microdeleciones!del!cromosoma!Y,!aunque!hasta!el!momento!la!mayoría!no!permite!el!análisis!de!un!número!elevado!de!pacientes!de!manera!simultánea.!!Hasta! la! actualidad,! se! han! desarrollado! diversos! métodos! de! detección! para! PCR! en!Tiempo! Real! que! pueden! ser! empleados! para! análisis! por! HRM.! Existen! sondas! o!primers! marcados! con! fluorocromos! disponibles! comercialmente,! sin! embargo! los!colorantes! intercalares! no! específicos! de! secuencia! son!menos! costosos! e! igualmente!empleados.! Entre! estos! últimos,! el! colorante! SYBR®! Green! I! se! ha! empleado!ampliamente!a!pesar!de!presentar!desventajas!como!la!inhibición!de!la!Taq!polimerasa!y!la! redistribución! del! colorante.! Otras! alternativas! son! el! SYTO®! 9! o! Eva! Green! que!pueden! ser! usados! en! concentraciones! saturantes! sin! comprometer! la! eficiencia! de! la!reacción!y!permitir!el!análisis!por!HRM!(Eischeid!2011).!Los!resultados!aquí!obtenidos!evidencian!que,!en!contraste!con!SYBR®!Green!I,!los!colorantes!EvaGreen®!y!SYTO®!9!presentan!mayor!sensibilidad!y!separación!entre!los!picos.!Se!observó!que!en!presencia!de! SYBR®! Green! I! afectó! la! amplificación! de! alguno! de! los! productos! incluidos! en! la!reacción! multiplex,! efecto! previamente! descripto! para! dicho! colorante! (Monis! et! al!2005).!Empleando!SYTO®!9!se!observó!una!mejor!correlación!entre!las!temperaturas!de!desnaturalización!teóricas!y!las!reales!de!cada!producto!de!amplificación,!mientras!que!empleando! EvaGreen®! se! observó! un! aumento! de! las! temperaturas! de!desnaturalización! de! los! productos! con! respecto! al! Tm! teórico.! Este! efecto! puede!deberse! a! interacciones! estabilizantes! entre! el! colorante! EvaGreen®! y! el! ADN.!Utilizando! los! colorantes! SYTO®! 9! y! EvaGreen®! es! posible! obtener! altos! niveles! de!eficiencia!y!sensibilidad,!como!así!también!reducir!al!mínimo!la!concentración!tanto!del!ADN!templado!como!de!los!primers.!!Desde! el! punto! de! vista! de! la! utilidad! diagnóstica,! la! controversia! acerca! de! la! región!AZFc! se! ve! reflejada! en! la! relación! poco! clara! entre! el! genotipo! y! el! fenotipo! para! las!deleciones!localizadas!en!esta!región.!La!región!AZFc!presenta!genes!cuya!función!aún!se!desconoce,!sin!embargo!las!microdeleciones!que!se!analizan!en!forma!rutinaria!emplean!
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marcadores! STSs! de! regiones! no! codificantes.! Estos! marcadores! no! representan! una!relación!directa!con!los!genes!de!la!espermatogénesis.!Entre!los!marcadores!incluidos!en!el! protocolo! recomendado! por! la! EAA,! el! único! marcador! gennespecífico! se! localiza!dentro! del! gen! DAZ! (sY254! y! sY255)! (Simoni! et! al! 2004).! Por! lo! tanto,! sugerimos! el!análisis! del! cromosoma! Y! empleando! marcadores! específicos! de! genes,! de! manera!complementaria! al! análisis! de! marcadores! STSs! clásicos,! para! un! diagnóstico! más!preciso.! Además,! con! excepción!de! los! genes!DAZ,!RBMY,!USP9Y! y!DBY,! se! conoce!muy!poco!sobre!los!restantes!genes!localizados!en!la!región!AZF.!Este!tipo!de!estudios!podría!ser! una! herramienta! útil! para! clarificar! cuales! son! los! genes! involucrados! en! la!espermatogénesis!y!en!la!infertilidad!masculina.!Es!por!esto!que!el!protocolo!que!hemos!desarrollado!incluye!genes!poco!estudiados!hasta!el!momento!como!son!PRY,!GOLGA2LY!y!CSGP4LY.!Es! importante!destacar,!que! la!mayoría!de! los!descubrimientos!alcanzados!en!este!campo,!no!hubieran!sido!posibles!si!el!análisis!de!pacientes!con! infertilidad!se!llevara! a! cabo! únicamente! empleando! sistemas! comerciales! o! las! recomendaciones!internacionales!(Foresta!et!al!2000,!Moro!et!al!2000,!Foresta!et!al!2001).!!Existen!otras!metodologías!que!permiten!el!estudio,! identificación!y!caracterización!de!los! genes! localizados! en! la! región! AZFc,! y! que! han! sido! ampliamente! empleados! en!protocolos! de! investigación.! Un! ejemplo! de! las! metodologías! empleadas! es! la! PCR!cuantitativa!o!qPCR.!Si!bien!el!dosaje!de!genes!mediante!qPCR!permite!la!cuantificación!de! genes! específicos,! y! por! lo! tanto! también! identifican! la! ausencia! completa! de! los!mismos,!este! tipo!de!reacción!se! lleva!a!cabo!en!simplex.!La! limitación!de!este! tipo!de!análisis!es!que!se!puede!analizar!un!gen!único!por!muestra!y!por!reacción.!Esto!de!debe!a! que! la! unión! inespecífica! del! colorante! intercalar! al! producto! de! amplificación! no!permite! discriminar! el! aumento!de! señal! para!más!de!un!producto.! Esta! limitación! se!podría! solucionar! marcando! específicamente! cada! par! de! primers! con! diferentes!fluorocromos,! lo! cual! incrementaría! significativamente! el! costo! del! análisis.! Por! el!contrario,!el!análisis!de!perfiles!de!HRM!de!una!reacción!en!multiplex!permite!detectar!la! ausencia! de! amplificación! de! genes! específicos! en! un! entorno! de! otros! genes!presentes.!Más! aún,! se! ha! demostrado! que! la! disminución! en! el! número! de! copias! de!estos!genes!no!se!correlaciona!con!el!fenotipo!observado,!posiblemente!dado!que!el!alto!nivel! de! homología! entre! copias! podría! reemplazar! la! función! de! aquellos! genes!eliminados!en!la!deleción!(Noordam!et!al!2011).!Por!lo!tanto,!sugerimos!la!identificación!
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de! genes! involucrados! en! la! espermatogénesis! basándose! en! la! ausencia! completa! de!dichos!genes.!Por! otro! lado,! la! electroforesis! capilar! también! ha! sido! ampliamente! utilizada! para! la!cuantificación! relativa! de! los! genes! DAZ! y! CDY.! En! este! caso,! se! emplea! un! gen!autosómico!homólogo!que!conamplifica!con!el!gen!de!interés!y!se!evalúa!la!relación!entre!las! alturas! de! los! picos! entre! ambos! genes.! Esta! metodología,! si! bien! resulta! útil,!presenta! dos! desventajas! principales:! la! necesidad! de! la! amplificación! simultánea! del!gen!homólogo!y!el! aumento!de! los! costos!del! análisis! (empleo!de!primers!marcados!y!equipos!de!electroforesis!capilar)!(Krausz!et!al!2009).!Teniendo!esto!en!cuenta,!tanto!el!dosaje! de! genes! por! qPCR! como! la! electroforesis! capilar! son! metodologías! que! se!adaptan!en!menor!medida!al!análisis!de!un!número!elevado!de!pacientes!debido!a!sus!altos!costos!y!bajo!rendimiento.!Si! bien! el! método! aquí! desarrollado! no! permite! detectar! conversión! génica,! es!importante! conocer! que! este! fenómeno! puede! llevar! a! la! traslocación! y! variación! las!copias!de!los!genes!localizados!en!la!región!AZFc!(Rozen!et!al!2003).!Teniendo!en!cuenta!que!aún!no!queda!claro!cuál!de! las!copias!de!estos!genes!se!encuentra! implicada!en!el!proceso! de! espermatogénesis! en! mayor! o! menor! medida,! hacemos! hincapié! en! la!importancia!de!estudiar!en!primer! lugar! la!ausencia/presencia!de! todas! las! copias.!En!aquellos!pacientes!donde!se!detecte!al!menos!una!copia!remanente,!se!sugiere!el!análisis!de!SFVs!de!los!genes!en!cuestión,!con!el!objetivo!de!identificar!cual!de!las!copias!del!gen!se!encuentra!involucrada!en!el!fenotipo!del!paciente.!Para!poder!realizar!este!análisis!ya!se!encuentran!disponibles!una!variedad!de!protocolos!tendientes!a! identificar!SNPs!en!los! genes!DAZ! y! CDY! (Fernandes! et! al! 2002,! Yang! et! al! 2010).! Protocolos! para! otros!genes!de!interés!deberán!se!desarrollados!en!el!futuro.!Como!fue!previamente!publicado!por!nuestro!grupo,!la!aplicación!de!la!herramienta!de!HRM! es! útil! no! solo! para! análisis! de! reacciones! simplex,! sino! también! multiplex.! En!nuestro! trabajo! anterior,! desarrollamos! una! técnica! para! detectar! simultáneamente!entre!tres!y!cinco!SNPs!mediante!una!única!amplificación!en!multiplex!y!detección!por!HRM!(Zucarelli,!Alechine!et!al!2011).!Teniendo!en!cuenta!este!antecedente,!el!análisis!de!presencia/ausencia! de! varios! genes! mediante! una! única! reacción! en! multiplex! y!colorantes!intercalares!fue!un!objetivo!alcanzable.!Según!nuestro!conocimiento,!este!es!el! primer! trabajo! en! analizar! en! una! única! reacción! seis! genes! candidatos! de! la!
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espermatogénesis.! Mediante! el! protocolo! descripto,! es! posible! analizar! hasta! 72!muestras!en!menos!de!2!hs,!resultando!una!excelente!herramienta!para!el!relevamiento!poblacional!o!“screening”!de!un!gran!número!de!pacientes!con!infertilidad!idiopática.!El!método! desarrollado! emplea! reactivos! de! uso! común! en! cualquier! laboratorio! de!biología!molecular,!en!vez!de!sistemas!comerciales!más!costosos!que!emplean!primers!marcados!y!no!siempre!aportan!información!adicional!al!estudio.!!Esta!metodología!es!útil!para!el!estudio!de!pacientes!con!azoospermia!no!obstructiva!y!oligozoospermia!severa,!de!manera!complementaria!al!análisis!de!deleciones!clásicas!de!AZF!y!deleciones!parciales!de!AZFc,!para!ser!luego!correlacionado!con!los!resultados!de!las! biopsias! testiculares.! Es! por! esto! que! resulta! de! gran! importancia! para!investigadores!enfocados!tanto!en!la!base!molecular!como!el!diagnóstico!y!tratamiento!de!la!falla!espermatogénica.!Además,!si!bien!este!sistema!se!desarrolló!específicamente!para!el!campo!de!la!infertilidad!masculina,!es!una!metodología!que!puede!ser!adaptada!a!cualquier! campo! de! investigación! donde! es! relevante! el! screening! de! varios! genes! de!manera!simultánea.!!!
6.6.*Conclusiones*
" El!método!desarrollado!para!la!detección!de!genes!candidatos!de!espermatogénesis!permite!el!análisis! simultáneo!de!seis!genes! (y!dos!controles)! con!mínimos!costos!mediante! PCR! en! Tiempo! Real! seguido! de! Desnaturalización! Térmica! de! Alta!Resolución!
" Las! herramientas! bioinformáticas! empleadas! permitieron! una! correcta! predicción!de! los! productos! de! amplificación! y! sus! correspondientes! temperaturas! de!desnaturalización,! minimizando! el! tiempo! y! esfuerzo! requerido! para! la! puesta! a!punto!
" El! empleo! de! controles! femeninos,! masculinos! normales! y! con! deleciones!previamente!confirmadas!permitió!validar!analítica!y!clínicamente!el!método!
" El!método!desarrollado! requiere! un! consumo!mínimo!de! reactivos! disponibles! en!cualquier! laboratorio!de!biología!molecular,! análisis!de!muestras! sin!necesidad!de!cuantificación! previa! y! portabilidad! a! otros! equipos! de! PCR! en! Tiempo! Real,!permitiendo!fácilmente!su!reproducción!
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" Se! observó! una! clara! ventaja! del! empleo! de! SYTO®! 9! con! respecto! a! otros!colorantes!para!el!análisis!de!resultados!mediante!HRM!
" El! método! desarrollado! presenta! considerables! ventajas! con! respecto! a! otros!previamente!descriptos!como!dosaje!de!genes!por!qPCR!o!electroforesis!capilar!en!la!identificación!de!los!genes!la!región!AZFc!
" La!aplicabilidad!de! la!detección!de!genes!mediante!PCR!multiplex!en!Tiempo!Real!seguida! de! HRM! puede! extenderse! a! otros! campos! de! investigación! tanto! básica!como!aplicada!! !
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DISCUSIÓN**El! presente! trabajo! de! tesis! tuvo! por! objetivo! estudiar! la! prevalencia! y! efecto! de! las!microdeleciones!en!la!región!AZF!del!cromosoma!Y!en!hombres!fértiles!e!infértiles!de!la!población!argentina.!Se!hizo!especial!hincapié!en!la!comparación!con!los!haplogrupos!de!cromosoma! Y,! estudiando! de! manera! particular! al! haplogrupo! nativo! americano!Q1a2a1a1.! Los! resultados! expuestos! sugieren! claras! diferencias! en! cuanto! a! la!prevalencia! y! tipos! de! estas! deleciones,! y! el! efecto! de! las! mismas! sobre! las!espermatogénesis.!!Si!bien!en!cada!capítulo!se!discutió!el!impacto!de!los!resultados!obtenidos,!es!relevante!comparar! las! diferentes! características! observadas! en! cada! uno! de! los! grupos!analizados.! En! primer! lugar,! al! estudiar! hombres! fértiles! pertenecientes! al! Hg! nativo!americano!Q3,!se!vio!que!éstos!presentaron!deleciones!parciales!de!la!región!AZFc!como!polimorfismos!dentro!de! la!población!masculina.!Estas!deleciones!fueron!de!diferentes!tipos,!incluyendo!tanto!las!deleciones!parciales!comúnmente!estudiadas!a!nivel!mundial!(gr/gr!y!b1/b3),!como!deleciones!poco!frecuentes!(P1.1/P1.2!y!b1/b2).!Las!deleciones!gr/gr!y!b2/b3!se!discutirán!en!profundidad!más!adelante.!Cabe!destacar!que!la!deleción!b1/b2!(que!se!caracteriza!por!la!ausencia!de!los!marcadores!sY1191!y!sY1197),!ha!sido!descripta! previamente! por! Noordam! et! al! (2011)! en! asociación! con! un! aumento! del!recuento! espermático.! Sin! embargo,! la! extensión! de! la! deleción! detectada! en! los! dos!hombres!fértiles!fue!diferente!a!la!descripta!previamente,!dado!que!no!abarcaba!ninguna!de!las!copias!del!gen!DAZ.!Podría!postularse!que!la!región!involucrada!en!el!aumento!del!recuento!espermático!se!encuentra! localizada!estrictamente!entre! los!amplicones!b1!y!b2,!ausentes!en!ambos!tipos!de!deleción.!Por!otro!lado,!la!deleción!P1.1/P1.2!(ausencia!del! marcador! sY1206)! elimina! 2! copias! de! los! genes! DAZ,! GOLGA2LY! y! CSGP4LY! sin!incluir! a! ambas! copias! del! gen! CDY.! La! deleción! del! marcador! sY1206! había! sido!descripta! previamente! en! un! paciente! con! oligozoospermia! severa,! si! bien! la! misma!involucraba! la! eliminación!de!2! copias!del! gen!DAZ,! únicamente! (Ye!et!al! 2013).!Dado!que!no!se!cuenta!con!el!fenotipo!espermático!del!hombre!fértil!analizado!en!el!presente!trabajo,! ni! tampoco! la! extensión! de! las! deleciones! es! igual,! no! es! posible! comparar! el!efecto!de!dicha!deleción.!Sin!embargo,!esto!resalta!la!importancia!de!tipificar!los!puntos!de! ruptura! de! la! deleción! y! los! genes! involucrados,! dado! que! las! características!patológicas!de!una!misma!deleción!podrían!ser!diferentes.!!
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La! prevalencia! de! deleciones! en! hombres! fértiles! del! Hg! Q3! fue! del! 3,3%.! Estos!resultados! fueron!compatibles! con! lo!descripto!por!Lardone!et!al! (2013)!en!población!chilena,! en! cuanto! a! la! ausencia! de! asociación! entre! las! deleciones! parciales! (gr/gr,!b1/b3!y!b2/b3)!y! falla!espermatogénica!severa!en!el!Hg!Q3.!En!ambas!poblaciones! las!deleciones!parciales! de! la! región!AZFc! se! presentarían! como!polimorfismos! sin! efecto!deletéreo!sobre!la!fertilidad.!La!prevalencia!de!estas!deleciones!en!el!Hg!Q3,!sumado!a!la!alta! frecuencia! de! duplicaciones! identificadas! en! el! presente! trabajo! (que! se! discutirá!más!adelante),!sugieren!que!las!características!del!cromosoma!Y!en!el!Hg!Q3!haría!que!este!sea!más!propenso!a!eventos!de!recombinación!generando!mutaciones,!deleciones,!inversiones!y!duplicaciones,!sin!implicancias!patológicas.!Se!descartaron!deleciones!constitutivas!en!el!Hg!Q3,!contrario!a!lo!descripto!por!Krausz!
et!al!(2014),!quien!afirma!que!la!deleción!gr/gr!se!encuentra!fijada!en!los!Hgs!D2b,!Q3!y!Q1,!sin!presentar!efectos!deletéreos!sobre!la!espermatogénesis.!Las!recomendaciones!de!la!EAA!sugieren!que!el!diagnóstico!de!la!deleción!gr/gr!en!pacientes!pertenecientes!al!Hg!Q3! no! es! de! utilidad! diagnóstica! dado! su! carácter! constitutivo! (Krausz! et!al! 2014).! Si!bien,!la!presencia!constitutiva!de!la!deleción!gr/gr!ha!sido!descripta!en!los!Hgs!D2b!y!Q1!(Sin!et!al!2010,!Yang!et!al!2010),!en!el!presente!trabajo!se!descarta!que!la!deleción!gr/gr!se! haya! fijado! en! el! Hg! Q3.! Esto! plantea! una! discrepancia! con! respecto! a! las!recomendaciones!internacionales!para!el!análisis!de!microdeleciones!en!el!Hg!Q3.!Además!de!la!deleción!constitutiva!gr/gr,!que!diferencia!los!Hgs!Q1!y!Q3,!en!el!presente!trabajo!se!demuestra!la!existencia!de!un!polimorfismo!de!longitud!del!marcador!sY1291!que!diferencia!estos!linajes.!Tal!como!fuera!mencionado!previamente,!la!actualización!de!la! nomenclatura! del! Hg! Q! redefinió! las! antiguas! ramas! Q1! y! Q3! como! Q1a1a1! y!Q1a2a1a1,! respectivamente.! Como!puede! deducirse! de! la! nomenclatura! actual,! ambos!subnHgs! presentan! como! último! ancestro! común! al! Hg! Q1a,! el! cual! habría! sufrido!divergencia! fijando! en! el! Hg! Q1a1! la! deleción! gr/gr! y! en! el! Q1a2! el! polimorfismo! de!longitud! del! marcador! sY1291.! Este! polimorfismo! de! longitud! había! sido! detectado!previamente,!sin!embargo!no!fue!asociado!a!ningún!Hg!(Lin!et!al!2006).!Por! otro! lado,! la! deleción! parcial! b2/b3! había! sido! descripta! como! característica!constitutiva! del! Hg! asiático! N! (Repping! et! al! 2004).! En! el! mismo! trabajo! se!caracterizaron!por!primera!vez!las!microdeleciones!parciales!de!la!región!AZFc!en!el!Hg!Q3.!Los!resultados!obtenidos!indicaban!que!la!deleción!b2/b3!caracteriza!también!al!Hg!Q3!estando!presente!en!2!de!9!muestras!analizadas.!Las!muestras!analizadas!provenían!
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de! la! Colección! para! el! Descubrimiento! de! Polimorfismos! en! el! ADN! de! Coriell! Cell!Repository.!Tal!como!fue!descripto!en!el!capítulo!3,!en!el!presente!trabajo!se!analizaron!ambas!muestras!del!Hg!Q3!con!deleción!b2/b3!incluidas!en!el!trabajo!de!Repping!et!al!(2004),!obteniéndose!los!mismos!resultados!en!cuanto!a!la!presencia!de!la!deleción!y!al!haplogrupo!de!cromosoma!Y.!Sin!embargo,!se!demostró!que!ambas!muestras!provienen!de! individuos! relacionados,! lo! cual! genera!un! sesgo! en! la! frecuencia!de! las! deleciones!detectadas!asociando!erróneamente!la!deleción!b2/b3!al!Hg!Q3.!Teniendo!en!cuenta!su!baja! frecuencia! (frec=0,42%),! dicha! deleción! representaría! más! bien! una! mutación!(frec<1%)!heredable!dentro!del!mismo!linaje!paterno!que!una!deleción!que!caracteriza!al!Hg!Q3.!!En! una! segunda! fase! del! trabajo,! se! estudiaron! pacientes! con! ESCA! (con! fenotipos!espermáticos!que!variaron!desde!normozoospermia!hasta!azoospermia).!Dentro!de!este!grupo,! únicamente! un! paciente! con! criptozoospermia! presentó! una! deleción! completa!de! la! región! AZFc,! mientras! que! otros! seis! presentaron! deleciones! parciales! (gr/gr,!b1/b3! y! b2/b3).! De! ellos,! aquellos! con! deleciones! gr/gr! y! b2/b3! fueron! tanto!oligozoospérmicos! leves! como! normozoospérmicos.! Únicamente! un! paciente! con!deleción! b1/b3! presentó! un! cuadro! de! oligozoospermia! severa! con! recuento!menor! a!1x106!espermatozoides/mL.!!En! contraste! con! publicaciones! previas,! los! pacientes! con! deleciones! gr/gr! no! se!asociaron!con!una!marcada!disminución!del!recuento!espermático,!ya!que!dos!de!ellos!eran!normozoospérmicos! y! uno! oligozoospérmico! leve! (Visser!et!al! 2009).!Del!mismo!modo,! la!deleción!b2/b3! tampoco!se!asoció!con! falla!espermatogénica,!dado!que!estos!pacientes! presentaron! normozoospermia! y! oligozoospermia! leve! (Rozen! et! al! 2012).!Más!aún,!las!deleciones!gr/gr!y!b2/b3!se!encontraron!tanto!en!hombres!fértiles!como!en!pacientes!infértiles!sin!falla!espermatogénica,!reforzando!la!ausencia!de!asociación!entre!estas!deleciones!parciales!e!infertilidad!masculina.!Por!otro!lado,!la!deleción!completa!de!la!región!AZFc!sí!se!asoció!a!falla!espermatogénica!y!alteración!del! recuento!espermático!dado!que!se!detectó!únicamente!en!un!paciente!con! criptozoospermia.! Estos! resultados! se! condicen! con! los! obtenidos! a! partir! del!análisis!de!20.000!hombres!fértiles!e!infértiles!en!5!poblaciones,!que!demostraron!que!la!deleción! completa! de! la! región! AZFc! presenta! un! efecto! significativo! sobre! la! falla!espermatogénica!severa!(Rozen!et!al!2012).!Sin!embargo,!en!este!último!trabajo,!no!se!asocia!la!deleción!b1/b3!con!falla!espermatogénica,!mientras!que!en!nuestro!trabajo!el!
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único! paciente! con! esta! deleción! presenta! oligozoospermia! severa.! Esta! discrepancia!puede!deberse!a!la!existencia!de!otros!factores!que!estén!afectando!la!espermatogénesis!del! paciente! o! bien! a! un! error! de! muestreo! dado! el! bajo! número! de! pacientes! con!deleción!b1/b3!detectados.!Además,!cabe!mencionar!que!si!bien!en!el!trabajo!de!Rozen!
et! al! (2012)! detectan! 10! pacientes! con! falla! espermatogénica! y! deleción! b1/b3,! al!evaluar! estadísticamente! la! diferencia! de! prevalencia! de! esta! deleción! entre! hombres!fértiles!e!infértiles,!ésta!resultó!no!significativa,!descartándose!así!la!asociación.!!En! contraste! con! lo! descripto! en! hombres! fértiles! del! Hg! Q3,! los! pacientes! infértiles!presentaron!únicamente!deleciones!previamente!detectadas!en!otra!poblaciones!y!que!fueron!ampliamente!caracterizadas!(AZFc!o!b2/b4,!gr/gr,!b1/b3!y!b2/b3).!Ninguno!de!los!pacientes!de!este!grupo!evidenció!deleciones!de!las!regiones!AZFa!o!AZFb,!coherente!con!la!baja!prevalencia!de!las!mismas!en!pacientes!azoospérmicos,!y!su!virtual!ausencia!en!pacientes!con!recuento!mayor!a!1x106!espermatozoides/mL.!En! total,! los!pacientes!con!deleciones!representaron!el!4,1%!de!los!hombres!analizados.!!Se!observó!que!las!deleciones!encontradas!se!circunscribieron!a!los!Hgs!G2a,!E1b1b!y!J2,!si!bien!las!diferencias!en!la!distribución!de!haplogrupos!no!fueron!significativas,!debido!al!bajo!número!de!pacientes!con!deleciones.!Los!resultados!del!presente!trabajo!ponen!en!evidencia!que!el!36%!de! los!pacientes!del!Hg!G2a!y!el!9%!del!Hg!E1b1b!presentan!deleciones.! Esto! se! condice! con! el! aumento! de! predisposición! de! ciertos! Hgs! a!microdeleciones!parciales!y!a!la!modulación!del!fenotipo!espermático!por!otros!factores!presentes!en!un!determinado!linaje!(NavarronCosta!et!al!2007,!Yang!et!al!2008,!Shahid!et!
al! 2011).! En! comparación,! se! vio! un! aumento! significativo! de! la! frecuencia! de!microdeleciones! en! la! población! italiana! perteneciente! al! Hg! E,! coherente! con! los!resultados! aquí! obtenidos! (Arredi! et! al! 2007).! Si! bien! en! la! población! europea! se!descartó!la!asociación!entre!deleciones!parciales!(al!menos!para!la!deleción!gr/gr)!y!la!variabilidad!del!fenotipo!espermático!(Krausz!et!al!2009),!es!posible!que!en!los!Hgs!G2a!y!E1b1b!existan!factores!predisponentes!a!eventos!de!recombinación!intracromosómica!sumado!a!la!transmisión!conjunta!de!factores!moduladores!sobre!la!espermatogénesis.!!Por!otro!lado,!los!Hgs!R1b!y!Q!abarcaron!la!mayoría!de!los!pacientes!azoospérmicos!sin!deleciones.! Tal! como! se! discutió! en! el! capítulo! 4,! el!Hg!R1b! es! el!más! frecuente! en! la!población! argentina,! a! diferencia! del! Hg! Q! que! fue! más! frecuente! entre! pacientes!azoospérmicos! sin! deleciones! que! en! la! población! general! (30%! vs! 5%).! Esto! podría!estar!indicando!que!en!este!último!la!causa!de!la!azoospermia!no!estaría!asociada!a!los!
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marcadores!analizados,!sino!a!otras!causas!genéticas!aún!no!estudiadas,!probablemente!ligadas!al!cromosoma!Y.!Más!adelante!se!retomará!la!discusión!de!este!punto.!Al! analizar! específicamente!pacientes! azoospérmicos! y! oligozoospérmicos! severos! (tal!como! sugieren! las! recomendaciones! internacionales),! se! detectaron! tanto! deleciones!completas! de! las! regiones! AZFb,! AZFbc! y! AZFc,! como! deleciones! parciales! gr/gr.! La!prevalencia!global!de!microdeleciones!en!este!grupo!fue!de!11,1%.!Según!este!valor,! la!población! argentina! se! encontraría! entre! las! poblaciones! de! mayor! prevalencia! de!microdeleciones! reportados! a! nivel!mundial! (>10%)! (Simoni! et!al! 2008).!Dado!que! el!grupo! analizado! cumple! con! las! sugerencias! en! cuanto! a! los! criterios! de! inclusión! de!pacientes! azoospérmicos! y! oligozoospérmicos! severos! (<2×106! espermatozoides/mL)!(Lo!Giacco!et!al!2013),!los!valores!obtenidos!estarían!representando!un!aumento!real!de!la! prevalencia! de!microdeleciones! en! la! población! argentina.! En! comparación! con! las!poblaciones!ancestrales!que!dieron!origen!a!la!actual!población!argentina,!en!su!mayoría!italianos!y!españoles,!la!prevalencia!de!microdeleciones!en!nuestra!población!fue!mayor!a! la! descripta! tanto! en! población! italiana! (6,7%;! N=97/1436;! p=0,0808)! como! en!población! española! (4,9%;! N=9/183;! p=0,0711),! sin! embargo! dicha! diferencia!estadística! no! fue! lo! suficientemente! significativa.! En! ambos! estudios! se! analizó! un!número!adecuado!de!pacientes!y!se!consideraron!los!mismos!criterios!de!inclusión!para!una! correcta! comparación! (Ferlin! et! al! 2007,! Lo! Giacco! et! al! 2013).! Al! comparar! la!prevalencia!de!microdeleciones!con!otros!grupos!de!Latinoamérica,!se!vio!que!Brasil!y!Chile! también! presentaron! frecuencias! comparativamente! superiores! de!microdeleciones! en!pacientes! azoospérmicos! y! oligozoospérmicos! severos! (aunque!no!incluidas!en! la!revisión! llevada!a!cabo!por!Simoni!et!al!2008).!En!población!chilena,! la!prevalencia! de! microdeleciones! clásicas! fue! de! 11%! en! pacientes! azoospérmicos! u!oligozoospérmicos,! mientras! que! en! población! brasilera! se! describe! un! 11,5%! en!pacientes!azoospérmicos!(Pieri!Pde!et!al!2002,!Lardone!et!al!2013).!Esto! indicaría!que!en! las! poblaciones! latinoamericanas! estarían! actuando! otros! factores! sobre! la!generación! de! deleciones! en! la! región! AZF,! no! contemplados! en! los! trabajos! sobre!población!europea.!Éstos!podrían!estar!asociados!a!factores!ambientales,!o!al!aporte!de!haplogrupos!de!origen!no!europeo.!Con!respecto!a! la!asociación!entre!el!genotipo!y!el! fenotipo,!vale! la!pena!remarcar!que!únicamente! las! deleciones! AZFabc! y! AZFbc! se! correlacionaron! con! ausencia! de!espermatozoides! a! nivel! testicular,! mientras! que! las! deleciones! AZFc! y! gr/gr!
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presentaron!espermatozoides.!Al!no!detectarse!ningún!paciente!con!deleción!AZFa,!no!fue! posible! sacar! conclusiones! con! respecto! a! la! misma.! Sin! embargo,! se! obtuvo! un!resultado! muy! claro! al! detectarse! la! deleción! de! la! región! AZFb! en! un! paciente! con!oligozoospermia.!A!pesar!de!que!la!deleción!AZFb!se!asocia!con!arresto!espermatogénico!y! ausencia! de! espermatozoides! a! nivel! testicular,! la! deleción! AZFb! en! pacientes!oligozoospérmicos! había! sido! previamente! descripta! en! 2! pacientes! con!oligozoospermia! (Longepied! et! al! 2010,! Soares! et! al! 2012).! El! patrón! de! deleción!caracterizado!mediante! STRs! localizados! a! lo! largo! de! todo! el! cromosoma! Y! puso! en!evidencia!que!el!patrón!de!deleción,!si!bien!involucró!a! los!marcadores!sY127!y!sY134!que! determinan! la! región!AZFb,! fue! diferente! a! las! deleciones! previamente! descriptas!(Repping!et!al! 2002,! Ferlin!et!al! 2003,!Costa!et!al! 2008).! Los! tres! grupos!describieron!deleciones!de!la!región!AZFb!con!diferente!extensión!y!puntos!de!ruptura,!sin!embargo!la!deleción!detectada!en!el!presente!trabajo!no!había!sido!descripta!previamente.!Dicha!deleción! abarcó! una! región! más! distal,! incluyendo! ambas! copias! del! gen! CDY2! y! no!eliminando! completamente! el! gen! PRY.! Aunque! no! es! posible! explicar! la! progresión!normal! de! la! espermatogénesis! en! ausencia! de! la! región! AZFb,! las! recomendaciones!internacionales!sugieren!la!asociación!entre!la!deleción!AZFb!y!la!falta!de!recuperación!de!espermatozoides!a!nivel!testicular.!De!acuerdo!a!la!evidencia!expuesta,!la!correlación!de! la! deleción! AZFb! con! ausencia! de! espermatozoides! plantea! un! falso! positivo! en! el!diagnóstico! de! una! deleción! que! no! se! asocia! con! falla! espermatogénica.! Según! los!lineamientos!internacionales,!los!pacientes!no!deberían!ser!biopsiados!si!se!detecta!una!deleción!de!la!región!AZFb!(Krausz!et!al!2014).!Esto!plantea!una!discrepancia!en!cuanto!al! valor! diagnóstico! de! estos! marcadores,! ya! que! no! permiten! correlacionar! con! los!resultados!de!biopsia!testicular!(Hopps!et!al!2003).!Más!aún,!las!deleciones!parciales!de!la! región!AZFc! se! evidenciaron! tanto! en!hombres! fértiles! como!en!pacientes! infértiles!con!presencia!de!espermatozoides!en!el!eyaculado!y/o!a!nivel!testicular.!Por!lo!tanto,!no!solo!es!cuestionable!la!utilidad!diagnóstica!de!dichos!marcadores!y!la!implicancia!de!su!deleción!en!el!fenotipo!espermático!del!paciente,!sino!que!además!las!deleciones!AZFb,!AZFc,! gr/gr,! b2/b3! y! b1/b3! podrían! transmitirse! de! forma! natural! a! la! progenie!masculina.!Mediante! el! análisis! de! la! distribución! de! Hgs! tanto! en! pacientes! con! ESCA! como! en!pacientes!azoospérmicos!u!oligozoospérmicos,!no!se!observó!una!diferencia!significativa!en!cuanto!a!su!composición!étnica!con!respecto!a!la!población!urbana!de!Argentina.!Esto!
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sugiere!que!la!pertenencia!a!un!determinado!linaje!o!Hg,!por!sí!solo,!no!representa!una!predisposición!aumentada!a!padecer!infertilidad.!Sin!embargo,!es!necesario!el!aumento!del!número!de!pacientes!estudiados!para!confirmar!o!descartar!dicha!hipótesis,!ya!que!se!vio!una!ligera!diferencia!que!no!fue!significativa.!!Al!compararse!el! tipo!de!deleciones!halladas!en!cada!uno!de! los!grupos!estudiados,!se!vio!que!únicamente!los!hombres!fértiles!del!Hg!Q3!presentaron!tipos!de!deleción!poco!frecuentes! o! no! descriptos! en! otras! poblaciones! (b1/b2! y! P1.1/P1.2).! Las! deleciones!mencionadas! no! se! asociaron! con! falla! espermatogénica,! dado! que! se! presentaron! en!hombres! fértiles.! Por! el! contrario,! ambos! grupos! de! pacientes! infértiles! presentaron!deleciones! frecuentes! a! nivel! mundial,! tanto! completas! como! parciales,! siendo! en! su!mayoría!deleciones!parciales!en!pacientes! infértiles! idiopáticos!(gr/gr,!b2/b3,!b1/b3!y!AZFc)! y! completas! en! pacientes! azoospérmicos! (AZFc,! AZFb,! AZFbc! y! gr/gr).! Con! el!objetivo!de!realizar! la!comparación!entre! las!deleciones!halladas!en! los!tres!diferentes!grupos!estudiados,! la!Tabla!7.1!resume! los!resultados!descriptos!para!cada!uno!de! los!grupos!analizados!y!discutidos!de!manera!individual!en!los!capítulos!correspondientes.!Esto!permite!comparar!la!prevalencia,!tipificación!y!efecto!de!cada!una!de!las!deleciones!halladas! sobre! la! espermatogénesis,! descartando! aquellas! que! se! presentan! como!polimorfismos!en!la!población!fértil.!!
*
Tabla"7.1."Comparación!de!las!deleciones!halladas!en!los!diferentes!grupos!estudiados!
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Al!compararse!la!prevalencia!de!microdeleciones!entre!los!diferentes!grupos!analizados,!se!vio!que!la!diferencia!entre!hombres!fértiles!y!pacientes!con!ESCA!no!fue!significativa!(3,3%! vs.! 4,1%! respectivamente;! p=0,7910).! Sin! embargo,! al! comparar! ambos! grupos!con!pacientes!azoospérmicos!y!oligozoospérmicos!severos! (11,1%),!pudo!demostrarse!un!aumento!significativo!de!la!prevalencia!de!deleciones!en!este!último!grupo!(p=0,0138!y!p=0,0387;!respectivamente)!(Tabla!7.2).!Esto!indicaría!que!existe!una!asociación!entre!estas! microdeleciones! y! la! infertilidad! masculina,! correlacionándose! con! alteraciones!severas! del! recuento! espermático.! A! su! vez,! confirma! lo! sugerido! en! ! las!recomendaciones! internacionales! sobre! el! análisis! de!microdeleciones! únicamente! en!pacientes!con!recuento!menor!a!1x106!espermatozoides/mL!(Krausz!et!al!2014).!!La!deleción!completa!de!la!región!AZFc!no!fue!detectada!en!hombres!fértiles,!y!se!vio!un!aumento! significativo! de! su! prevalencia! en! pacientes! azoospérmicos! y!oligozoospérmicos!severos!con!respecto!al!grupo!de!pacientes!con!ESCA!(7%!vs.!0,6%;!p=0,0062)! (Tabla!7.2).! Esto! sugiere!una! asociación!de!dicha!deleción! con! alteraciones!severas.!La!prevalencia!de!deleciones!de!la!región!AZFc!en!pacientes!azoospérmicos!fue!consistente!entre!ambos!grupos!estudiados!(10%!en!ambos!grupos).!La!proporción!de!dicha! deleción! entre! la! totalidad! de! las! deleciones! detectadas! fue! del! 60%,! siendo!levemente!menor!a! la!prevalencia!descripta!a!nivel!mundial! (aproximadamente!80%),!probablemente!debido!al!bajo!número!de!pacientes!analizados!o!a!la!composición!étnica!de!la!población!estudiada!(Simoni!et!al!2008).!La!deleción!gr/gr,! si!bien!es! lo!suficientemente! frecuente!en! la!población!general!para!ser! considerada! un! polimorfismo,! se! considera! como! factor! de! riesgo! para! falla!espermatogénica! (Repping! et! al! 2003).! Se! considera! que! dicha! observación! puede!justificarse!por!un!balance!entre!la!selección!natural!negativa!de!aquellos!cromosomas!con! deleciones! gr/gr! y! la! recombinación! homóloga! que! continúa! generando! nuevas!deleciones.! Al! comparar! la! prevalencia! de! dicha! deleción! entre! los! diferentes! grupos!(1,6%!en!fértiles;!1,7%!en!infértiles!y!2,6%!en!azoospérmicos),!se!vio!que!la!diferencia!no! era! significativa! (p=0,600)! (Tabla! 7.2).! Esto! descartaría! la! asociación! entre! la!deleción!gr/gr!y! la! falla!espermatogénica!en!la!población!argentina.!Según!lo!descripto!en!población!italiana,!la!deleción!gr/gr!se!considera!un!factor!de!riesgo!significativo!para!falla! espermatogénica! (Giachini! et!al! 2005).! Sin! embargo,! al! igual! que! en! la! población!argentina,!en!población!alemana!se!considera!que!la!deleción!gr/gr!no!es!suficiente!para!causar! falla! espermatogénica! e! infertilidad! per! se,! dado! que! su! frecuencia! no! se!
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oligozoospérmicos*(%)*Todas! 3,3! 4,1! 11,1!AZFc! 0! 0,6! 7,0!gr/gr! 1,6! 1,7! 2,6!!Por! otro! lado,! se! detectaron! eventos! de! duplicación! posteriores! a! las! deleciones!parciales!en!todos!los!grupos!estudiados!en!el!presente!trabajo.!La!diferencia!entre!los!grupos! fue!que!en!hombres! fértiles!del!Hg!Q!se!observaron!duplicaciones! tanto!de! los!genes!DAZ! como!CDY,! y! el! número!de! copias!de!dichos! genes! aumentó!hasta!8! copias!para!el!gen!DAZ!y!12!copias!para!el!gen!CDY.!Por!el!contrario,!en!pacientes!con!ESCA,!se!observó!que!únicamente!se!restauraba!o!aumentaba!el!número!de!copias!del!gen!CDY,!presentando! un! máximo! de! 6! copias! (2! correspondientes! a! CDY1! y! 4! a! CDY2).! Se!confirmó!que! la! duplicación!ocurrió! en!una! etapa!posterior! a! la! deleción,! dado!que! el!número! aumentado! de! copias! fue! a! costa! del! mismo! par! de! genes! DAZ! (DAZ1/2! ó!
DAZ3/4)! o!de! la!misma! copia!del! gen!CDY! (CDY1A!ó!CDY1B).! Si! bien! se!postula!que! la!restauración! del! número! normal! de! copias! de! los! genes! de! la! región! AZFc! también!restaura!el!recuento!espermático!a!su!valor!normal,!los!resultados!del!presente!trabajo!no! muestran! asociación! entre! el! aumento! del! número! de! copias! y! del! recuento!espermático! (Noordam! et! al! 2011).! Si! bien! se! detectaron! duplicaciones! en! hombres!fértiles,! se! vio! que! pacientes! infértiles! con! disminución! del! número! de! copias! del! gen!
DAZ!eran!normozoospérmicos!u!oligozoospérmicos!leves.!Además,!de!los!dos!pacientes!azoospérmicos!con!deleción!gr/gr,!uno!presentó!disminución!del!número!de!copias!de!
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estos!genes!mientras!que!el!otro!restauró!el!número!normal!de!copias.!Cabe!mencionar!que! la! falta! de! análisis! del! número! de! copias! de! otros! genes! de! la! región! como!BPY2,!
GOLGA2LY,! PRY! y! CSGP4LY,! es! una! de! las! limitaciones! del! estudio,! pudiendo! ser!analizados!en!el!futuro!(Noordam!et!al!2011,!Lu!et!al!2014).!!La!deleción!diferencial!de!los!genes!DAZ1/2!vs!DAZ3/4!y!CDY1A!vs!CDY1B,!fue!asociando!a! falla! espermatogénica! ó! detectada! como! una! deleción! polimórfica! en! diferentes!poblaciones,! sin! embargo! hasta! el! momento! los! resultados! son! contradictorios!(Fernandes!et!al!2004,!Machev!et!al!2004,!Lardone!et!al!2007,!Yang!et!al!2010,!Li!et!al!2013).!En!el!presente!trabajo!no!se!observó!asociación!entre!los!haplotipos!eliminados!y!la!falla!espermatogénica,!ya!que!las!deleciones!de!las!mismas!copias!de!genes!se!vieron!tanto!en!hombres!fértiles,!como!en!pacientes!normozoospérmicos,!oligozoospérmicos!y!azoospérmicos.!Al!evaluar! la!distribución!de!Hgs!en! los!pacientes!azoospérmicos!de!ambos!grupos,! se!vio!una!característica!llamativa!con!respecto!al!Hg!Q3.!En!pacientes!azoospérmicos!(del!grupo! de! pacientes! con! ESCA),! se! vio! un! aumento! de! la! prevalencia! del! Hg! Q3! en!pacientes!sin!deleciones!(30%!en!azoospérmicos!vs.!5%!en!la!población!general).!Dentro!del! grupo! de! pacientes! azoospérmicos! sometidos! a! biopsia! testicular,! el! 30%! de! los!pacientes! con! ausencia! de! espermatozoides! y! detención! de! la! espermatogénesis! en! el!estadio! de! espermatogonias,! pertenecían! al! Hg! Q.! Si! bien! el! número! de! pacientes!biopsiados! incluidos! en! el! presente! trabajo! es! bajo,! estos! resultados! sugieren! la!necesidad!de!analizar!en!mayor!profundidad!otras!posibles!causas!genéticas!asociadas!al! cromosoma! Y! en! individuos! pertenecientes! al! Hg! Q3.! Tal! como! fuera! descripto!previamente,!en!poblaciones!o!individuos!de!origen!étnico!significativamente!diferente!con!respecto!a!las!recomendaciones!internacionales,!es!necesario!contemplar!el!empleo!de! marcadores! étniconespecíficos! que! permitan! detectar! aquellas! deleciones! o!mutaciones! específicamente! asociadas! a! falla! espermatogénica! en! un! determinado!Hg!(Sachdeva! et! al! 2011).! Incluso,! ya! había! sido! descripto! para! el! Hg! Q1a3a1! una!predisposición!aumentada!a!deleciones!de!la!región!AZFb,!y!no!de!la!región!AZFc!como!se!describe!para!la!mayoría!de!la!poblaciones!estudiadas!hasta!el!momento!(Lardone!et!
al!2013).!Como!fue!expuesto,!no!se!observó!correlación!entre!las!deleciones!detectadas!y!la!falla!espermatogénica! en! la! población! argentina!mediante! el! empleo! de! los!marcadores! de!rutina.! Más! aún,! el! haplogrupo! nativo! americano! Q3! evidenció! características!
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particulares!que!sugieren!la!presencia!de!otros!factores!genéticos!asociados!que!aún!no!fueron! estudiados.! Es! por! esto! que! se! planteó! la! necesidad! de! un! diagnóstico!complementario! que! aporte! información! sobre! los! genes! implicados! en! la!espermatogénesis! que! puedan! ser! asociados! a! falla! espermatogénica.! En! el! presente!trabajo!se!desarrolló!una!técnica!de!diagnóstico!molecular!por!PCR!multiplex!en!Tiempo!Real! para! 6! de! los! principales! genes! candidatos! de! la! espermatogénesis.! La! técnica!desarrollada! permite! el! análisis! de! un! gran! número! de!muestras! de!manera! rápida! y!económica.!Mediante!el!análisis!de! los!genes!candidatos!de! la!espermatogénesis!en!un!mayor!número!de!pacientes!con!azoospermia!no!obstructiva!de!origen!idiopático,!será!posible!correlacionar!los!defectos!génicos!con!los!fenotipos!observados!en!los!pacientes.!La! ausencia!de! correlación!de!deleciones! en! la! región!AZFc! con! falla! espermatogénica!presenta! la! necesidad! de! analizar! marcadores! específicos! de! genes,! de! manera!complementaria!al!análisis!de!marcadores!STSs! localizados!en!su!mayoría!en!regiones!interngénicas!(Foresta!et!al!2001).!Este!análisis!permitirá!afinar!el!diagnóstico!genético!de! ausencia! de! espermatozoides! a! nivel! testicular,! permitiendo!de! esta!manera! tomar!una!decisión!clínica!adecuada!y!evitar!así!un!procedimiento!invasivo!para!el!paciente.!Si! bien! es! necesario! contar! con! lineamientos! para! el! diagnóstico! genético! de! la!infertilidad!masculina,!es!esencial! la!complementación!de!dichos!análisis!de!rutina!con!investigación! básica! con! el! objetivo! de! trasladar! estos! conocimientos! al! diagnóstico! y!tratamiento!de!los!pacientes.!En!los!últimos!años,!con!el!advenimiento!del!concepto!de!medicina! traslacional,! cada!vez!más! investigaciones!básicas!de! laboratorio!se!ponen!al!servicio! del! diagnóstico,! asesoramiento! y! tratamiento! de! los! pacientes,! en! numerosas!áreas! biomédicas.! En! el! campo! de! la! infertilidad! masculina,! la! caracterización! de! la!función! de! los! genes! involucrados! en! la! espermatogénesis! permitirá! evaluar!mejor! la!patogenia! del! paciente.! Sin! embargo,! para! llegar! a! determinar! la! función! de! un!determinado! gen,! de! la! proteína! que! codifica! y! su!mecanismo! de! acción,! es! necesario!identificar!previamente!mutaciones!específicas!en!estos!genes!que!causan!la!infertilidad!masculina!(Vogt!et!al!2008).!Además! de! su! función! en! la! espermatogénesis,! el! cromosoma! Y! recientemente! ha!cobrado!interés!como!modulador!de!la!predisposición!diferencial!del!hombre!y!la!mujer!a!una!variedad!de!enfermedades!multifactoriales.!Como!fue!mencionado!al!comienzo!del!presente!trabajo!de!tesis,!durante!muchos!años!el!cromosoma!Y!se!consideró!como!un!“terreno!baldío”!genético!que!no!cumplía!más!que!unas!pocas!funciones!en!el!hombre.!
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Sin! embargo,! investigaciones! recientes! indicarían! que! los! genes! localizados! en! el!cromosoma! Y! codifican! para! factores! reguladores! de! la! transcripción,! traducción! y!estabilidad!proteica!de!una!gran!variedad!de!genes,!muchos!de!los!cuales!se!encuentran!involucrados!en!el!mantenimiento!de!la!salud!del!paciente!(Bellott!et!al!2014).!!Por!otro!lado,!la!disponibilidad!de!la!secuencia!del!cromosoma!Y!de!un!único!hombre!de!origen!europeo!y!la!enorme!variabilidad!que!presenta!el!cromosoma!Y!a!nivel!mundial,!hacen!que! la!extrapolación!de! la! información!genética!de!este!cromosoma!a!diferentes!poblaciones!y!haplogrupos!no!sea!precisa!ni!adecuada!(Skaletsky!et!al!2003,!Repping!et!





















" El! presente! trabajo! de! tesis! es! el! primero! en! estudiar! las! microdeleciones! del!cromosoma! Y! en! la! región! AZF! tanto! en! pacientes! infértiles! de! la! población!argentina! como! en! hombres! fértiles! pertenecientes! al! Hg! nativo! americano!Q1a2a1a1!
" Los!hombres!fértiles!pertenecientes!al!Hg!nativo!americano!Q1a2a1a1!presentaron!una! prevalencia! del! 3,3%! de! microdeleciones! parciales! en! la! región! AZFc!descartándose! deleciones! constitutivas! en! este! Hg! y! se! observó! un! aumento! de!duplicaciones! postndeleción.! Se! descartó! una! predisposición! aumentada! a!microdeleciones!clásicas!
" Las! deleciones! parciales! de! la! región! AZFc! no! afectan! la! espermatogénesis! en!hombres!pertenecientes!al!Hg!Q,!mientras!que!el!aumento!de!la!prevalencia!de!este!Hg! en! pacientes! con! arresto! espermatogénico! sugiere! la! existencia! de! otro! factor!genético!asociado!a!la!falla!espermatogénica!
" En! la! población! argentina,! se! observó! una! alta! prevalencia! de!microdeleciones! en!pacientes! con! menos! de! 2,5x106! espermatozoides/mL! (11,1%),! sin! embargo! las!mismas!no!se!correlacionaron!con!ausencia!de!espermatozoides!a!nivel!testicular!!
" Si! bien! ciertos!Hgs! podrían! estar! asociados! a! deleciones! parciales,! los!mismos! no!producen!una!disminución!del! recuento!espermático!ni! falla!espermatogénica.!Las!deleciones! clásicas!de! la! región!AZF! se! correlacionan! con! alteraciones! severas!del!recuento! espermático! independientemente! del! haplogrupo! del! paciente.! Las!deleciones!AZFbc!y!AZFabc!se!correlacionaron!con!ausencia!de!espermatozoides!a!nivel!testicular,!no!así!las!deleciones!AZFb!y!AZFc!
" Si!bien!las!recomendaciones!internacionales!sugieren!el!análisis!de!deleciones!de!las!regiones!AZFb!y!AZFc,!y!la!deleción!parcial!gr/gr,!éstas!no!presentan!un!claro!valor!diagnóstico! en! la! población! argentina! dada! la! ausencia! de! correlación! con! la!recuperación!espermática!
" El!desarrollo!de!la!técnica!de!HRM!en!multiplex!para!evaluar!genes!candidatos!de!la!espermatogénesis!permitiría!evaluar!la!implicancia!de!los!mismos!en!la!infertilidad!masculina! y! desarrollar! un! algoritmo! diagnóstico! adecuado! para! la! población!argentina!! !




" Es!necesario!profundizar!el!estudio!de!la!región!AZFc,!tanto!de!su!deleción!completa,!como! de! las! diferentes! deleciones! parciales,! y! evaluar! su! implicancia! en! la!espermatogénesis!
" Dada! la! ausencia! de! microdeleciones! clásicas! en! pacientes! con! arresto!espermatogénico,!es!necesario!estudiar!otras!posibles!causas!genéticas! tanto!en!el!cromosoma!Y!como!en!otras!partes!del!genoma.!Específicamente!en!el!Hg!Q3,!sería!de! interés! evaluar! otras! posibles! causas! ligadas! al! cromosoma! Y! que! permitan!explicar!las!causas!de!las!azoospermias!y!arrestos!espermatogénicos!hallados!
" A! partir! de! la! técnica! desarrollada! para! el! análisis! de! genes! candidatos! de! la!espermatogénesis,!el!estudio!de!un!mayor!número!de!pacientes!con!esterilidad!sin!causa! aparente! permitirá! evaluar! la! implicancia! real! de! los! mismos! en! la!espermatogénesis.!Posteriormente!será!necesario!la!complementación!con!estudios!de!expresión!y!funcionalidad!de!estos!genes!
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1. Extracción*de*ADN*a*partir*de*sangre*en*papel*de*filtro*o*hisopados*bucales*La! extracción! se! realizó!mediante! el! sistema! seminautomatizado!Maxwell®! ,! según! el!siguiente!protocolo:!!a. Se!cortaron!4n5!círculos!de!aprox.!1mm!de!diámetro!o!media!cabeza!de!hisopo!y!se!incubó! en! presencia! de! 500µl! de! TECnSDS! 0,5%! y! 20µl! de! Proteinasa! K! a! 56°C!durante!toda!la!noche!en!baño!termostatizado!con!agitación.!b. Se!agregaron!250µl!de!Buffer!de!Lisis!(provisto!con!el!kit),!se!homogenizó!mediante!vórtex!y!se!depositó!en!los!cartuchos!provistos.!En!el!tubo!de!elución!de!colocaron!50µl!de!Buffer!de!Elusión!(provisto).!c. Se!colocó!el!cartucho!en!el!equipo!según!las!indicaciones!del!fabricante!y!se!procede!a!la!extracción!automatizada.!!
2. Extracción*de*ADN*a*partir*de*semen*en*papel*de*filtro/hisopo**Ídem!punto!1.!En!el!paso!a!se!agregaron!50µl!de!DTT!1M.!!
3. Extracción*de*ADN*a*partir*de*semen*de*pacientes*azoospérmicos*La! extracción! se! realizó! mediante! columnas! de! Microcon®! 100,! según! el! siguiente!protocolo:!a. Se!cortaron!4n5!círculos!de!aprox.!1mm!de!diámetro!o!media!cabeza!de!hisopo!y!se!incubó!en!presencia!de!500µl!de!TECnSDS!2%,!20µl!de!Proteinasa!K!y!50µl!de!DTT!1M,!a!56°C!durante!toda!la!noche!en!baño!termostatizado!con!agitación.!b. Se! retiró! el! papel! o! hisopo! y! se! realizó! extracción! orgánica! con!Fenol:Cloroformo:Isoamilico.! Se! agregó! 1! volumen! de! Fenol:Cloroformo! y! se!homogenizó!por!agitación.!Se!centrifugó!a!11000rpm!durante!10!min.!Se!descartó!la!fase!orgánica.!!
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c. Se!agregó!1!volumen!de!Cloroformo:Isoamilico!y!se!homogeneizó!por!agitación.!Se!centrifugó!a!11000rpm!durante!10!min.!Se!descartó!la!fase!orgánica.!!d. Se!repitió!el!paso!c.!e. La! fase! acuosa! se! colocó! sobre! la! membrana! de! un! tubo! Microcon®! 100! y! se!centrifugó!a!500g!durante!25min.!f. Se! colocaron! 500µl! de! agua! destilada! sobre! la! membrana! y! se! repitió! la!centrifugación!del!punto!e.!g. Se!repitió!el!paso!f.!h. Se!colocaron!30µl!de!agua!destilada!sobre!la!membrana,!se!dio!vuelta!la!misma!y!se!centrifugó!a!500g!durante!20min,!recuperando!el!eluído!en!un!tubo!nuevo.!!
4. Extracción*de*ADN*a*partir*de*saliva*La!extracción!de!saliva!se!realizó!empleando!el!protocolo!de!“Salting!out”!descripto!por!Quinque! et! al! (2006).! La! recolección! de! la! muestra! de! saliva! se! realizó! directamente!sobre!el!Buffer!de!Lisis!(50mM!Tris,!pH!8.0,!50mM!EDTA,!50mM!sacarosa,!100mM!NaCl,!1%!SDS)!en!una!proporción!1:1.!Se!agregaron!30µl!de!Proteinasa!K!y!150µl!de!SDS!10%!a!2ml!de!la!mezcla!saliva/buffer!de!lisis,!y!fue!incubada!durante!toda!la!noche!a!53°C!en!un! baño! termostatizado! con! agitación.! Luego! del! agregado! de! 400µl! de! NaCl! 5M! e!incubación! por! 10! min! sobre! hielo,! la! mezcla! se! distribuyó! de! manera! equitativa! en!tubos!de!2!ml! y! se! centrifugó!durante! 10!min! a! 13000! rpm.!El! sobrenadante! de! cada!tubo!se! transfirió!a!un!tubo!nuevo!y!se!agregaron!800!µl!de! Isopropanol,! incubándose!durante! 10! min! a! temperatura! ambiente,! y! luego! centrifugando! durante! 15min! a!13000rpm.! Se! descartó! el! sobrenadante! y! el! pellet! se! lavó! con! 500µl! de! Etanol! 70%.!Finalmente!el!pellet!se!secó!y!se!resuspendió!en!30µl!de!agua!destilada.!!
5. Cuantificación*de*ADN*mediante*el*sistema*Plexor®*HY*La!cuantificación!del!ADN!extraído!a!partir!de!muestras!de!sangre!o!hisopado!bucal!se!llevó!a!cabo!siguiendo!el!protocolo!del!sistema!comercial!Plexor®!HY.!Cada!reacción!de!PCR!se!preparó!con!10µl!de!Master!Mix,!1µl!de!Primer!Mix,!7µl!de!agua!destilada!y!2µl!de!muestra.! La! reacción! de! PCR! en! Tiempo! Real! se! llevó! a! cabo! en! un! termociclador!





7. Análisis*de*STRs*autosómicos*El!análisis!de!STRs!autosómicos!para!determinación!de!vínculos!de!paternidad!se!llevó!a!cabo! mediante! el! sistema! comercial! PowerPlex®! 16.! Dicho! sistema! incluye! 15! STRs!autosómicos! (CSF1PO,! D3S1358,! D5S818,! D7S820,! D8S1179,! D13S317,! D16S539,!D18S51,! D21S11,! FGA,! Penta! D,! Penta! E,! TH01,! TPOX! y! VWA)! y! el!marcador! de! sexo!Amelogenina.! La! amplificación! se! realizó! según! las! indicaciones! del! fabricante,! con! la!única! modificación! de! la! disminución! del! volumen! de! reacción! a! la! mitad.! Todas! las!reacciones!se!llevaron!a!cabo!en!multiplex!con!2µl!de!Master!Mix,!1µl!de!Primer!Mix!y!1µl! de! ADN! templado! (0.5n2ng/µl)! en! un! volumen! final! de! reacción! de! 10µl.! Las!condiciones!de!ciclado!fueron!las!siguientes!95°C!1!min,!10!ciclos!de!94°C!30seg!–!60°C!30seg!(rampa!29%)!–!70°C!45seg!(rampa!23%)!y!22!ciclos!de!90°C!30seg!–!60°C!30seg!(rampa! 29%)! –! 70°C! 45seg! (rampa! 23%).! La! amplificación! se! llevó! a! cabo! en! un!termociclador! GeneAmp®! PCR! System! 9700.! El! producto! de! amplificación! se!desnaturalizó!en!9,5µl!de!Formamida!y!0,5µl!de!marcador!de!peso!molecular!ILS!600!y!se!separó!electroforéticamente!en!un!secuenciador!automático!ABI!PRISM®!310!Genetic!Analyzer!(capilar!de!36cm,!polímero!POP4,!voltaje!de!corrida!15kV!y!tiempo!de!corrida!1200!seg).!El!análisis!de!los!resultados!se!realizó!mediante!el!programa!GeneMapper®!IDnX!v1.1.1.!!
* *
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8. Análisis*de*los*Hgs*Q,*R*e*I*La!determinación!de!los!Hgs!Q1a2a1a1,!R1b1a2!e!I!se!realizó!mediante!el!análisis!de!los!SNPs! que! determinan! dichos! Hgs! (M3,! M269! y! U179! respectivamente)! empleando! la!técnica! de! PCR! en! Tiempo! Real! seguida! de! Desnaturalización! Térmica! de! Alta!Resolución.! Esta! técnica! fue! desarrollada! para! el! presente! trabajo! y! oportunamente!publicada!(ver!anexo! II)! (Zuccarelli!et!al!2011).!La!reacción!se! llevó!a!cabo!con!5µl!de!Buffer!5X,!0.2µl!de!dNTPs,!0.75µl!de!SYTO!9,!0.4µl!de!Taq!polimerasa,!primers!(según!Tabla!I),!2µl!de!ADN!templado!y!agua!c.s.p.!25µl.!El!perfil!de!ciclado!fue!el!siguiente:!94°C!1min,! 33! ciclos! de! 94°C! 5seg! n! 55°C! 10seg,! y! 72°C! 2min! de! extensión! final.! La!desnaturalización!se!realizó!entre!70°C!y!80°C!a!0.2°C/2seg.!!
*
9. Análisis*de*los*Hgs*J,*G*y*E*La!determinación!de!los!Hgs!J2,!G2a!y!E1b1b!se!realizó!mediante!el!análisis!en!múltiplex!de! los!SNPs!M172,!P15!y!M35!respectivamente.!La!reacción!se! llevó!a!cabo!con!5µl!de!Buffer! 5X,! 0.2µl! de! dNTPs,! 0.75µl! de! SYTO! 9,! 0.4! de!MgCl2,! 0.4µl! de! Taq! polimerasa,!primers!(según!Tabla!I),!2µl!de!ADN!templado!y!agua!c.s.p.!25µl.!El!perfil!de!ciclado!fue!el!siguiente:!94°C!1min,!35!ciclos!de!95°C!20seg!n!55°C!20seg!n!72°C!20seg,!y!72°C!2min!de!extensión!final.!La!desnaturalización!se!realizó!entre!73°C!y!84°C!a!0.2°C/2seg.!!
*
10. Análisis*de*los*Hgs*Q,*Q1b1*y*Q1a1a1*El! análisis! de! marcadores! adicionales! de! diferentes! ramas! del! Hg! Q! se! llevó! a! cabo!mediante! reacción! simplex.! Se! analizaron! los! siguientes! Hgs! y! subnHgs! mediante! los!respectivos! marcadores:! Q! (M242),! Q1b1! (M378)! y! Q1a1a1! (M120).! La! reacción! de!amplificación! se! llevó!a! cabo! con!5µl! de!Buffer!5X,!0.2µl! de!dNTPs,!0.75µl! de! SYTO!9,!0.4µl!de!MgCl2,!0.4µl!de!Taq!polimerasa,!primers!(según!Tabla!I),!2µl!de!ADN!templado!y!agua!c.s.p.!25µl.!El!perfil!de!ciclado!fue!el!siguiente:!94°C!1min,!40!ciclos!de!94°C!10seg!n!54°C!20seg,!y!72°C!2min!de!extensión!final.!Postnamplificación,!los!marcadores!M242!y!M378!se!analizaron!mediante!HRM!entre!69°C!y!81°C!a!0.2°C/2seg.!El!marcador!M120!se! analizó!mediante! secuenciación! con!primers! forward! y! reverse,! debido! a! su!mayor!tamaño!y!ausencia!de!controles!para!ambas!variantes!alélicas!(ver!punto!19).!!




11. Análisis*de*STRs*de*cromosoma*Y*Se!analizaron!STRs!de!cromosoma!Y!mediante! los!kits!comerciales!PowerPlex®!Y23!o!AmpFLSTR®!Yfiler®,! según!disponibilidad.! El! primer! kit! incluye!un! total! de!23! STRs,!mientras! que! el! segundo! incluye! 17! STRs.! Para! la! preparación! de! la! reacción,!amplificación! y! electroforesis! capilar! se! siguieron! los! protocolos! provistos! por! el!fabricante.!La!reacción!de!amplificación!se!llevó!a!cabo!de!la!siguiente!manera!según!el!kit!utilizado:!n PowerPlex®*Y23:!2.5µl!de!Master!Mix,!1.25µl!de!Primer!Mix,!1µl!de!ADN!templado!(0.25n0.5ng/µl)!y!agua!c.s.p.!12.5µl.!El!perfil!de!ciclado!fue!96!°C!2min,!30!ciclos!de!94!°C!10!seg!n!61!°C!1!min!n!72!°C!30!seg,!y!60!°C!20!min!de!extensión!final.!n AmpFLSTR®*Yfiler®:!4.6µl!de!Master!Mix,!2.5µl!de!Primer!Mix,!0.4µl!de!Taq!Gold,!1µl!de!ADN!templado!(aprox!1ng/µl)!y!agua!c.s.p.!12.5µl.!El!perfil!de!ciclado!fue!95°C!11min,! 30! ciclos! de! 94! °C! 1min! n! 61! °C! 1! min! n! 72! °C! 30! seg,! y! 60! °C! 80!min! de!extensión!final.!La! amplificación! de! ambos! sistemas! se! realizó! en! un! termociclador! GeneAmp®! PCR!System!9700.!La!electroforesis!capilar!se!llevo!a!cabo!en!el!secuenciador!automático!ABI!3100nAvant!o!3500!Genetic!Analyzers.!Para!el!análisis!de!las!corridas!electroforéticas!se!utilizó! el! programa! informático! provisto! por! el! fabricante! del! secuenciador,!GeneMapper®! IDnX! v1.2.! La! asignación! de! alelos! se! realizó! utilizando! los! paneles! de!análisis!provistos!por!el!fabricante!del!kit.!!!
12. Análisis*de*microdeleciones*clásicas*en*la*región*AZF*Las!microdeleciones!clásicas!de!las!regiones!AZFa,!AZFb!y!AZFc!se!analizaron!mediante!la! adaptación! para! PCR! en! Tiempo! Real! del! protocolo! sugerido! por! la! EAA/EMQN!(Kozina! et!al! 2011).! Se! analizaron! los!marcadores! sY85! (AZFa),! sY127! (AZFb),! sY255!(AZFc)! y! AMELxy! (control! interno),! cuyas! secuencias! se! describen! en! la! Tabla! I.! La!reacción!se!modificó!para!el!empleo!de!SYTO®!9!como!colorante!intercalar.!La!reacción!de!amplificación!se!llevó!a!cabo!con!5µl!de!Buffer!5X,!0.2µl!de!dNTPs,!0.75µl!de!SYTO!9,!0.4µl! de! Taq! polimerasa,! primers! (según! Tabla! I),! 2µl! de! ADN! templado! y! agua! c.s.p.!
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25µl.! La! amplificación! se! realizó! en!un! ciclador!RotornGene!6000! según! las! siguientes!condiciones!de!ciclado:!1!minuto!a!95°C,!32!ciclos!de!94°C!10!seg,!60°C!30!seg!y!72°C!30!seg,!seguido!de!una!rampa!de!temperatura!entre!72,5°C!y!83.5°C!30!a!0,2°C/2!seg!para!el!análisis!de!HRM.!!
*
13. Análisis*de*microdeleciones*parciales*en*la*región*AZFc*Para! el! análisis! de! microdeleciones! parciales! en! la! región! AZFc! se! desarrolló! un!protocolo!para!la!determinación!simultánea!de!7!marcadores!STSs!localizados!en!dicha!región!mediante! PCR! seguida! de! Electroforesis! Capilar.! La! amplificación! de! YnSTSs! se!realizó!mediante!PCR!múltiplex!con!primers!unidos!a!M13!y!primers!complementarios!a!M13! marcados! con! el! colorante! fluorescente! FAM™,! según! descripto! previamente!(Oklander! et! al! 2007).! Los! marcadores! que! se! analizaron! fueron:! sY142,! sY1197,!sY1191,!sY1201,!sY1206,!sY1261!y!sY1291.!La!reacción!de!amplificación!se!llevó!a!cabo!mediante!el!sistema!comercial!QIAGEN!Multiplex!PCR!kit!según!el!siguiente!protocolo:!12,5µl!de!Master!Mix,!primers!(según!Tabla!I),!2µl!de!ADN!templado!y!agua!(c.s.p.!25µl).!Las!condiciones!de!ciclado!fueron!las!siguientes:!15!minutos!a!95°C,!30!ciclos!de!95°C!30!seg,!60°C!30! seg!y!72°C!30! seg,! y!8! ciclos!de!95°C!30! seg,!53°C!30! seg!y!72°C!30! seg,!seguido!de!30!min!de!extensión!a!72°C.!La!amplificación!se!realizó!en!un!termociclador!Verity®!Thermal!Cycler,!y!la!separación!electroforética/detección!de!los!fragmentos!de!amplificación! se! llevó! a! cabo!mediante!un! secuenciador! automático!ABI!3100!Avant! o!ABI!3500!Genetic!Analyzer.!El!análisis!de!los!resultados!se!realizó!mediante!el!software!GeneMapper®!IDnX.!!!
14. Identificación*de*genes*en*la*región*AZFc*Para!analizar!la!presencia/ausencia!de!genes!localizados!en!la!región!AZFc!se!desarrolló!el!siguiente!protocolo!para!PCR!en!Tiempo!Real!seguido!de!HRM!que!fue!oportunamente!publicado!(Alechine!y!Corach!2014).!Esta!técnica!permitió!evidenciar!la!presencia!de!los!genes!DAZ,!CDY,!BPY2,!PRY,!GOLGA2LY!y!CSGP4LY.!La!amplificación!se!realizó!en!formato!multiplex!con!primers!para!los!genes!arriba!mencionados,!además!de!la!amplificación!de!AMELxy!y!SRY!como!controles! internos!de! la!reacción.!La!reacción!de!amplificación!se!llevó! a! cabo! con! 5µl! de! Buffer! 5X,! 0.2µl! de! dNTPs,! 0.75µl! de! SYTO! 9,! 0.4µl! de! Taq!





15. Cuantificación*del*número*de*copias*de*DAZ,"CDY"y"CDY1*La!cuantificación!del!número!de!copias!de!DAZ,!CDY!y!CDY1!se!realizó!mediante!PCR!en!Tiempo!Real.!Se!utilizó!el!gen!SRY!como!referencia!de!gen!de!copia!única.!La!reacción!de!amplificación!se!llevó!a!cabo!en!formato!simplex!con!5µl!de!Buffer!5X,!0.2µl!de!dNTPs,!0.75µl! de! SYTO®! 9,! 0.4µl! de! Taq! polimerasa,! primers! (según! Tabla! I),! 2µl! de! ADN!templado! y! agua! c.s.p.! 25µl.! Todas! las! muestras! se! analizaron! en! duplicado! y! una!muestra! control! o! calibrador! fue! incluida! en! cada! tanda! de! amplificación.! Las!condiciones!de!amplificación!fueron!las!siguientes:!desnaturalización!inicial!a!95°C!por!1!min!seguido!de!30!ciclos!de!94!°C!10!s/!62!°C!30!s/!72!°C!30!s.!Todas!las!reacciones!se!llevaron!a!cabo!en!el!termociclador!StepOnePlus™.!Los!cálculos!de!número!de!copias!se!realizaron!mediante!el!programa!del!equipo,!empleando!el!método!Delta!Delta!Ct!(Livak!2001).!!
*
16. Identificación*de*variantes*de*DAZ"y"CDY**Para! identificar! las! copias! de! los! genes!DAZ! y! CDY! se! analizaron! los! siguientes! SNPs:!sY587! (diferencia! DAZ1/2! de! DAZ3/4),! SNVnI! (diferencia! DAZ4)! y! SNVnII! (diferencia!
DAZ1)! para! la! familia! de! genes! DAZ,! y! CDY1n7750! (diferencia! CDY1A! de! CDY1B)! y!CDY1/2!(diferencia!CDY1!de!CDY2)!para!la!familia!de!genes!CDY.!La!reacción!se!llevó!a!cabo!con!5µl!de!Buffer!5X,!0.2µl!de!dNTPs,!0.75µl!de!SYTO!9,!0.4µl!de!Taq!polimerasa,!primers!(según!Tabla!I),!2µl!de!ADN!templado!y!agua!c.s.p.!25µl.!!
16.1.*Identificación*de*SNPs*de*DAZ"y"CDY*mediante*RFLP*Para!el!análisis!de!sY587,!CDY1t7750!y!CDY1/2,!luego!de!la!amplificación,!los!productos!se!digirieron!con!enzimas!de!restricción:!sY587!con!DraI,!CDY1t7750!con!PvuII!y!CDY1/2!
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con!BstEII,! y! los! productos! se! separaron!mediante! electroforesis! en! gel! de!Agarosa! al!4%,!en!presencia!de!Bromuro!de!Etidio,!durante!2h!a!80!V.!Se!utilizó!un!marcador!de!peso!molecular!de!25!pb.!!
16.2.*Identificación*de!SNPs*de*DAZ"y"CDY*mediante*secuenciación*Para!el!análisis!de!SNVI!y!SNVII,!luego!de!la!amplificación,!los!productos!se!secuenciaron!con!primers!forward!y!reverse!(ver!punto!19).!!
17. Análisis*del*STR*DYS464*Para! la! amplificación! del! STR!DYS464! se! desarrolló! un! sistema! con! primers! unidos! a!colas!de!M13!y!primers!complementarios!a!M13!marcados!con!el!colorante!fluorescente!FAM.!Las!secuencias!de!los!primers!empleados!se!detallan!en!la!Tabla!I.!La!reacción!se!llevó!a!cabo!utilizando!el!sistema!comercial!QIAGEN!Multiplex!PCR!kit!según!el!siguiente!protocolo:!12,5µl!de!Master!Mix,!10pmol!de!primer!forward,!40pmol!de!primer!reverse,!10pmol!de!primer!M13!marcado!y!agua!(c.s.p.!25µl).!La!amplificación!se!llevó!a!cabo!en!un!termociclador!Verity®!Thermal!Cycler!siguiendo!el!siguiente!perfil!de!ciclado:!95°C!15!min,!30!ciclos!de!95°C!30!seg!–!60°C!30!seg!n!72°C!30!seg,!8!ciclos!de!95°C!30!seg!–!53°C!30!seg!–!72°C!30!seg,!y!72°C!30!min!de!extensión!final.!El!producto!de!amplificación!se!desnaturalizó!con!9,5µl!de!Formamida!y!0,5µl!de!marcador!de!peso!molecular!ILS!600!y! se! separó! electroforéticamente! en! un! secuenciador! automático! ABI! 3100! Avant!Genetic!Analyzer!(capilar!de!36cm,!polímero!POP4,!voltaje!de!corrida!15kV!y!tiempo!de!corrida! 1200! seg).! El! análisis! de! los! resultados! se! realizó! mediante! el! programa!GeneMapper®!IDnX.!!!
18. Análisis*de*RMaSTRs*del*cromosoma*Y*El!análisis!de!los!marcadores!RMnSTRs!de!cromosoma!Y!se!realizó!siguiendo!el!protocolo!de! (Ballantyne! et! al! 2012).! La! amplificación! se! llevó! a! cabo! mediante! el! sistema!comercial!QIAGEN®!Multiplex!PCR!kit!en!3!reacciones!en!multiplex:!RM1,!RM2!y!RM3!(Tabla!18),! según!el! siguiente!protocolo:!5µl!de!Master!Mix,!primers! (según!Tabla! I)!y!agua!(c.s.p.!10µl).!La!amplificación!se!llevó!a!cabo!en!un!termociclador!Verity®!Thermal!
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Cycler!siguiendo!el!siguiente!perfil!de!ciclado:!94!°C!10!min,!10!ciclos!de!94!°C!30!seg!–!65!°C!30!seg!n!72!°C!1!min,!25!ciclos!de!94!°C!30!seg!–!50!°C!30!seg!–!72!1!min,!y!60!°C!45!min! de! extensión! final.! El! producto! de! amplificación! se! desnaturalizó! en! 9,5µl! de!Formamida! y! 0,5µl! de! marcador! de! peso! molecular! ILS! 600! y! se! separó!electroforéticamente!en!un!secuenciador!automático!ABI!3100!Avant!Genetic!Analyzer!(capilar! de! 36! cm,! polímero! POP4,! voltaje! de! corrida! 15kV! y! tiempo! de! corrida! 1200!seg).!El!análisis!de!los!resultados!se!realizó!mediante!el!programa!GeneMapper®!IDnX.!!
Tabla"18.!Volumen!utilizado!y!marcadores!incluidos!en!las!mezclas!de!primers.!
RM1* RM2* RM3*1.1µl! 1µl! 2.625µl!DYF399S1! DYS518! DYF403nS1a+b!DYF387S1! DYS526a+b! DYF404S1!DYS570! DYS626! DYS449!DYS576! DYS627! DYS547!! ! DYS612!!
19. Secuenciación*!Previo!a!la!secuenciación!de!los!productos!de!amplificación,!los!mismos!se!trataron!con!Illustra™! ExoStar! o! ExoSAPnIT! con! el! objetivo! de! digerir! el! exceso! de! primers! en! la!reacción.!La!secuenciación!se!llevó!a!cabo!con!primers!forward!y!reverse!mediante!el!kit!BigDye®!Terminator!Cycle!Sequencing!v3.1,!siguiendo!las! instrucciones!del! fabricante.!La! amplificación! se! llevó! a! cabo! en! un! termociclador!ABI! 9700.! La! purificación!de! las!secuencias! se! realizó! mediante! precipitación! con! Isopropanol! 75%/Etanol! 70%.!Brevemente,!el!volumen!total!de!la!reacción!de!secuencia!se!incubó!durante!20!min!con!80! L! de! Isopropanol! 75%,! se! centrifugó! a! velocidad! máxima! durante! 18! min! y! se!descarto! el! sobrenadante! con! pipeta.! Luego! se! agregaron! 300!L! de! Etanol! 70%! y! se!centrifugó!a!velocidad!máxima!por!5!min,!se!decantó!la!totalidad!del!sobrenadante!y!se!dejó! secar! a! temperatura! ambiente.!Una! vez! seco,! se! agregaron!22!L!de! Formamida,!resuspendiendo!mediante!vortex!durante!1!min,!y!se!traspasó!a!un!tubo!de!200!L!para!su!posterior!desnaturalización!(3!min!a!95!C).!La!electroforesis!capilar!se!llevó!a!cabo!en!un! equipo!ABI3500! o!ABI3100!Genetic! Analyzer.! Los! electroferogramas! se! analizaron!empleando! el! programa! Sequencher! v4.8! software.! Las! secuencias! se! identificaron!mediante!alineamiento!con!la!secuencia!de!referencia!del!cromosoma!Y!en!GenBank.!





Marcador! Primer*F! Conc.*(pmol)! Primer*R! Conc.*(pmol)!
M3* CCTGACAATGGGTCACCTCT! 20! TTCATTTTAGGTACCAGCTCTTCC! 20!
M269* AAGGGGAATGATCAGGGTTT! 15! GCCCGGCCACTATACTTCTT! 30!
U179* GGCTGTAATTCATAGCCTACCA! 10! GTTGCCAGCTCCTCTTTTCA! 10!
P15* GAATAGAGGCAATGCTTGAGGT! 15! TATGGGAATCACTTTTGCAACT! 15!
M35* CCTGATAATTACTCAGGAGGAAACTG! 20! CACTAAGGAGCTGTGGTGAATG! 20!
M172* CACCTGCCTCTCAGTATCAACAG! 10! GCCAGGTACAGAGAAAGTTTGG! 10!
M242* CATAGAAAGTTTGTGCAAAAAGGT! 10! AAAAACACGTTAAGACCAATGC! 10!
M378* TCAAATTGTGACACTGCAATAGTT! 10! GAAAAACCTCAGTTGATACTGGA! 10!
M120* GAGCTTGGACTTTAGGACGG! 10! AAACTTTAAGGCACTTCTGGC! 10!
sY85* GCTATTCTCTCTCTGGCATCTGTATT! 80! TGGCAATTTGCCTATGAAGT! 80!
sY127* GGCTCACAAACGAAAAGAAA! 30! CTGCAGGCAGTAATAAGGGA! 30!
sY255* GTTACAGGATTCGGCGTGAT! 10! CTCGTCATGTGCAGCCAC! 10!
AMELxy* ATCAGAGCTTAAACTGGGAAGCTG! 10! CCCTGGGCTCTGTAAAGAATAGTG! 10!
sY142* ACATTTTGCTGCCGGTCAnAGCTTCTATTCGAGGGCTTC! 1.875! CTCTCTGCAATCCCTGACAT! 7.5!
sY1197* ACATTTTGCTGCCGGTCAnTCATTTGTGTCCTTCTCTTGGA! 5! CTAAGCCAGGAACTTGCCAC! 20!
sY1191* ACATTTTGCTGCCGGTCAnCCAGACGTTCTACCCTTTCG! 2.5! GAGCCGAGATCCAGTTACCA! 10!
sY1201* ACATTTTGCTGCCGGTCAnCCGACTTCCACAATGGCT! 7! CCGGCTAAAAACGGTGAAAC! 28!
sY1206* ACATTTTGCTGCCGGTCAnATTGATCTCCTTGGTTCCCC! 3.125! GACATGTGTGGCCAATTTGA! 12.5!
sY1261* ACATTTTGCTGCCGGTCAnAAGGAGCTTGCCTCATACAATG! 5! TTAGAGCTTGCAAGAAGAGTCTAGTAC! 20!
sY1291* ACATTTTGCTGCCGGTCAnTAAAAGGCAGAACTGCCAGG! 7! AGACCATCCCGGCTAAAAAC! 28!
M13* FAMnACATTTTGCTGCCGGTCA! 10!
DAZ* TCTGTGCCTGCCTCTCTGTA! 15.5! GCCTTATCCTCGGTTTTCCT! 15.5!
CDY* TGGAGAGGTTCAGGCACATG! 13.5! TCCAGCTCTTCACCAGGTTC! 13.5!
BPY2* GGCAAGGTTCCTCCTTATCC! 9! CACTTTCGAGGTTGGAAGGA! 9!
PRY* GCTGCCTCCTCTCATCTGTC! 13.5! TGGAAACTTCATCCCAGAGG! 13.5!
CSPG4LY* AGGCTGATGTTGGAGGATTG! 9! TCATGCCAAGAAGACACCTG! 9!
SRY* GCCACACACTCAAGAATGGA! 15.6! CCAATGTTACCCGATTGTCC! 15.6!
GOLGA2LY* AGCCTTTTCCTTGTGGAGGT! 9! GTGGACTCTGAGCCTCTTGG! 9!
CDY1a7750* CGTGCTAACTCTGAATGCTTTTT! 15.6! TTCATATTGCTCTTATTCAAAGTGCT! 15.6!
sY587* AAGTTGTGCAACCATGTCCA! 10! CACAAGTTCCAGGAAAATAGCA! 10!
SNVI* ACGGCATACCCTGCGTACT! 10! GTATCGGCCTGAGCCAATG! 10!
SNVII* CCATCATACAGTACGTGGTTCAG! 10! GGATCTGTCATGTACATCTTAGCAA! 10!
CDY1/2* CGCACAATTTTCACTACACCA! 10! GTTTCAGTTGCGTCTCCACA! 10!
DYS464* ACATTTTGCTGCCGGTCAnTTACGAGCTTTGGGCTATG! 10! CCTGGGTAACAGAGAGACTCTT! 40!
!
Tabla"II.!Reactivos,!sistemas!comerciales!y!equipos!empleados!
Reactivo* Proveedor*Tris!Base! Promega!Corp,!Madison,!USA!EDTA!0,5M!pH=8.0! Promega!Corp,!Madison,!USA!Ultra!Pute™!SDS!(dodecil!sulfato!de!sodio)! Life!Technologies,!Foster!City,!USA!Proteinasa!K! Promega!Corp,!Madison,!USA!Fenol:Cloroformo:Isoamílico! Life!Technologies,!Foster!City,!USA!Cloroformo! Merck,!Darmstadt,!Alemania!Alcohol!Isoamílico! Biopack,!Buenos!Aires,!Argentina!DTT!(ditiotreitol)! Promega!Corp,!Madison,!USA!Etanol! Carlo!Erba!Reagents!Group,!Francia!Isopropanol! Carlo!Erba!Reagents!Group,!Francia!SYTO!9! Life!Technologies,!Foster!City,!USA!
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Buffer!5X! Promega!Corp,!Madison,!USA!dNTPs! Promega!Corp,!Madison,!USA!Taq!Polimerasa! Promega!Corp,!Madison,!USA!Primers! Integrated!DNA!Technologies,!Inc.!HinDi!Formamida! Life!Technologies,!Foster!City,!USA!DraI! Promega!Corp,!Madison,!USA!PvuII! Promega!Corp,!Madison,!USA!BstEII! Promega!Corp,!Madison,!USA!Agarosa! Biodynamics,!Buenos!Aires,!Argentina!Bromuro!de!Editio! Life!Technologies,!Foster!City,!USA!Illustra!Exo!Star! VWR!International,!LLC!ExoSAPnIT! Affymetrix,!Inc!!
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